








Arthur Heffter f. 


Am 8. Februar d. J. verschied Arthur Heffjter. 


Am 15. Juni 1859 in Leipzig geboren, studierte er 


in seiner Vaterstadt sowie in Greifswald und Freiburg 
anfangs Chemie und spiter Medizin, um sich dann 
der Pharmakologie zuzuwenden. Er pflegte in erster 
Linie die chemische Richtung seiner Wissenschaft, und 
er hat mit einer groBen Zahl wertvoller Arbeiten die 
Biochemie bereichert. 

Heffters Untersuchungen iiber die Entstehungsweise 
des Schwefelwasserstoffs im Tierkérper, tiber dessen 
Resorption sowie Oxydation zu Thioschwefelsiure, seine 
Beobachtungea tiber die Bedeutung der Sulfhydryl- 
gruppe, seine Arbeiten tiber die Chloralose (Glucose- 
Chloralverbindung), seine Metheden zur Darstellung 
von d-Glukonsaure, seine Studien iiber die verschiedenen 
Anhaloniumalkaloide sind allgemein bekannt. Seine 
Untersuchungen iiber das Verhalten der Borsaure im 
Organismus sind fiir die Nahrungsmittelchemie von 


groBer Bedeutung geworden. Von seinen Arbeiten 
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analytischer Natur haben die von ihm angegebenen 
Verfahren zur Bestimmung des Jods in Geweben und 
Korperfliissigkeiten sowie zum Nachweise des in den 
Haaren abgelagerten Arsens weitgehende Verwendung 
gefunden. 


Der Dahingeschiedene hat an der Universitat 


Leipzig und nach voriibergehender Tatigkeit am Reichs- 


gesundheitsamt an den Hochschulen Bern, Marburg 
und Berlin gewirkt; er hat sich des gréBten Ansehens 
bei seinen Kollegen und hoher Verehrung bei seinen 


Schiilern und Mitarbeitern erfreut. 














Durch Lufteinblasen in das Euter milehgebender Tiere 
hervorgerufene Hyperglykimie. 


Von 
Erik M. P. Widmark und Olof Carlens. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 


(EBingegangen am 24. Februar 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie bekannt, ist das Einblasen von Luft in das Euter ein fast 
unfehlbares Heilmittel gegen die Geburtsparese bei Kiihen. Schon 
wenige Stunden nach dieser Behandlung erwachen die Tiere aus dem 
Koma und kénnen sich bald wieder erheben. Nach dem Verlauf einiger 
weiterer Stunden sind sie vollkommen wieder hergestellt. Wir haben 
gefunden, daB diesem Einblasen von Luft in das Euter milchgebender 
Tiere unmittelbar eine kurz andauernde, aber kraftige Hyperglykamie 
folgt. Dieses Phinomen scheint uns in nahem Zusammenhang mit 
dem zu stehen, was friihere Forscher bei der overativen Entfernung 
der Milchdriisen beobachtet haben. 

So fand schon 1884 Bert'), daB bei einer Ziege, der die Milch- 
driisen wegoperiert sind und die dann trachtig wird, unmittelbar nach 
der Niederkunft Glykosurie eintritt, wahrend dies bei normalen Ziegen 
nicht der Fall ist. Die Richtigkeit dieses Versuchs wurde 1909 von 
Porchet*) konstatiert. Er zeigte, daB aie Glykosurie bei Tieren, die ihrer 
Milchdriisen beraubt waren, von einer Hyperglykimie begleitet wird. 
Ferner stellte er fest, daB das fragliche Kohlenhydrat Glucose und nicht 
Lactose war, und daB diese Hyperglykaimie nur kurze Zeit andauerte. 
In unseren Versuchen kénnen wir das Einblasen von Luft als Ersatz 
eines Wegoperierens der Milchdriisen betrachten, indem das Luft- 
einblasen die Lactation fiir die naichste Zeit unmittelbar unterbricht. 


1) C. r. de l’Acad. d. Sciences 98, 775, 1884. 

*) Arch. intern. d. physiol. 8, 356, 1909. Hierher gehérige Untersuchungen 
sind auBerdem von Meigs in Physiol. Rev. 2, 211, 1922 ausfiihrlich referiert, 
weshalb wir hier von einer eingehenderen Historik Abstand nehmen. 


1* 
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Wir finden also zwischen den eben erwahnten operativen Versuchen 
und unseren unten geschilderten eine eingehende Analogie. 


Versuchsprotokoll. 
Der Reduktionswert des Blutes nach dem Lufteinblasen in das Euter 
milchgebender Kiihe. 

Die Analysen wurden mit der Mikromethode von Bang ausgefiihrt 
und simtliche von dem einen von uns beiden vorgenommen (Carlens). 
Alle Werte sind Mittel von zwei Bestimmungen. Zu den beiden unten- 
stehenden Versuchen wurden die Blutproben teils der Vena mammaria, 
teils der Vena jugularis entnommen. Bei den spiteren Versuchen 
wurde das Blut stets einer Ohrvene entnommen. 
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Abb. 1. ----- = V. mammaria, V. jugularis 
' Versuch l. 


27. Oktober 1923. Stark milechgebende Kuh. Kraftfutter. 





Blutzucker in Proz. 


Zeit 
V. mammaria V. jugularis 

Vor dem Lufteinpumpen.... . 0,085 0,086 
yl Ee 0,098 0,094 
we 3 sd a ee 0,145 0,142 

. a 0,210 0,200 

_ ( i 0,168 0,172 

oo 3 0,135 0,141 
90 0,110 0.115 
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Versuch 2. 


4. November 1923. Gleicher Versuch wie der vorige, nur an einer anderen 
stark milehgebenden Kuh. Kraftfutter. 





Blutzucker in Proz. 


Zeit 
V. mammaria V. jugularis 
Vor dem Lufteinpumpen.... . 0,083 0,083 
ee ee ae 6 ine 0,095 0.093 
i i Ee: FF 0,118 
>» 4 a" a ee 0,165 0.160 
. 60 “ oar ik ae alee ae 0,198 0,196 
. 75 - ee ee 0,185 0.188 


Versuch 3. 


3. November 1924. Ziege mit einer Tagesmilchmenge von etwa 2 kg. 





Blutzuckerkonzentration 


Zeit 

Proz. 

Unmittelbar vor dem Lufteinblasen. . . 0,046 
Unmittelbar danach .......... 0,087 
ee EP se ee eek 0,089 
oe = Oe) ee a ee 0,130 
« "a = Ta aoe ee eS ee a 0,060 
a ae m ee ee ee ee 0,062 
a a Se ee tee ea 0,062 
_ te i eae eee eee le Ee oe 0,062 


Der Reduktionswert des Harns nach dem Lujteinblasen in das Euter. 


Versuch 4. 


19. November 1924. Ziege mit etwa 1,5 kg Tagesmilchmenge. Kraftfutter. 





Blutzuckerkonzentration 


Zeit 
Proz. 
Vor dem Lufteinblasen. ........ 0,092 
Uneeiteeler demach .......-.-.-. 0.095 
Ns -« Wee & a ae Owe 0.098 
i i ar oe er ae ee ee ee 0,123 
a 45 N 5 Sei A ee es a 0,093 


Der Harn wurde mit Katheter entnommen. Die Reduktionswerte 
desselben, in Prozenten Glucose berechnet, waren: 


ee Se eS ee es « 0 
Die Portion wihrend der Zeit 0 bis 20 Minuten . . . 1,03 
» 20 ,, - co. oe 
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Versuch 5, 
November 1924. Gleiches Tier wie zu Versuch 4. Tagesmilchmenge 
nur 350cem. Im Blut: 


te 


te 





Zeit Proz 
et SR si Se ce ow © 0,060 
Ns a Sg Ge ew a ef 0.062 
e _ IEA A) Me: a a” ak ss ig one Ge eels 0,082 
45 i Pete Wael eae. a tats |g le 0,086 
60 “ ee ee, a ee ae 0,068 

Der Harn: 


Reduktionswert, berechnet als Glucose vor dem Lufteinblasen 0,31 Proz. 
Reduktionswert, wahrend der Periode 0 bis 30 Minuten nach 
Gees TA. 5 kn 6 SO Oe te . - 042 
Reduktionswert, wihrend der Periode 30 bis 60 Minuten nach 
eS eae ee ee a ee eee ee . 0,56 
Diese Harnproben wurden einer 24stiindigen Garung unterworfen, 
wobei gleichzeitig Kontrollproben mit Harn nach Zusatz von Glucose und 
Lactose vorgenommen wurden. Nach dem Garen wurden folgende Re 


duktionswerte erhalten: 


Fiir die Portion vor dem Einblasen ..... . . 0,25 Proz. 
eee 0 bis 30 Minuten danach .. . . 0,27 
30 ., 60 a - ae 


Die Erhéhung der Reduktionswerte des Harns nach dem Einblasen 
von Luft muB in diesem Versuch also ganz und gar der Glucose zuge- 


schrieben werden. 


Versuch 6, 
19. November 1924. Versuch mit Lufteinblasen in das Euter einer Kuh. 
Milchmenge etwa 4kg. Im Blut: 





Reduktionswert in Proz 


Zeit Glucose berechnet 
Vor dem Lufteinblasen. . 4... ... 0,065 
Ee eee 0.076 
30 . 5) Pa Pee a 0,082 
45 cs u Pts eee oe 0.093 
60 s ‘ ergata "& tela a ee 0,100 
75 . M eS ee ee ee ee 0,095 
90 ° . i aa ek 0,089 
100 - ie a 0.087 
Der Harn: 


Der Reduktionswert vor dem Lufteinblasen . . , 041 Proz. 
Fiir die Portion 0 bis 45 Minuten danach, .... 165 , 
45 , 75 ms - eae? i 


- - 


Nach dem Vergaéren war die Reduktion in den drei verschiedenen 
Proben bzw. 0,22 0,98 und 2,00 Proz. 
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Bei diesem Versuch ist in den Harn ein Gemisch von Glucose und 
Lactose iibergegangen. Das Osazon des letzteren konnte auch im Harn 
nachgewiesen werden. In diesem Falle haben wir also Grund zu der 
Annahme, daB die eingetretene Hyperglykamie nicht nur durch Glucose 
verursacht wird, sondern daB nach dem Lufteinblasen auch Lactose 
resorbiert wurde. Hierfiir spricht auch der relativ hohe Blutzucker- 
wert noch 105 Minuten nach dem Einblasen von Luft. 


Versuch 7. 


25. November 1924. Kuh mit etwa 3,5kg Tagesmilchmenge. Im Blut: 





Zeit Proz 
Vor dem Laufteinblasen. . ..-.. 2s ce 0,063 
SO ee ae 0,069 
25 i “ 7 ee ee ee 0.077 
40 * i CAN ST eg ce ot eee 0,080 
60 " = Se aes ot ete a 0,093 
75 - ss ee ee ae ae oe ee ee 0.096 
100 se " AR AS OR ee 0,102 
125 * e as es eee eee 0,083 
140 ‘ is ae Ree wees ee an 0.074 


Der Harn: 
Der Reduktionswert vor dem Lufteinblasen . . . 0,64 Proz. 
Fiir die Portion 0 bis 60 Minuten danach .... 0.94 ,, 
‘i 60 ., 105 - ms wee Be 
- — a id s rer 
Die Reduktion nach dem Vergiiren tetrug in den vier Portionen 0,21, 
0.23, 0,42 und 0,43 Proz. 


In diesem Falle besteht der gréfpte Teil des Kohlenhydrats im Harn 
‘ aus Glucose, nur ein geringer Teil ist Lactose. 


Versuch 8, 
3. Dezember 1924. Kuh mit etwa 3 kg Tagesmilchmenge. Im Blut: 





Zeit Proz. 
oe ee eae ore 0,043 
ees, CUO A. 6 wk lng ewes eo 0,054 
45 - - ee ae ee ee ee 0.079 
15 a é: Saat a ee aan ae ae tg 0,079 
105 ma ns Oe 8 4. eoarheiGde-@*o i 0,081 
135 - = ee wee ee ee 0,070 

Der Harn: 


Die Reduktion vor dem Einblasen, ...... . 0,46 Proz. 
Fiir die Portion 0 bis 75 Minuten nachher .... 1,15 


Nach dem Vergéren wurde in beiden Portionen erhalten: 0,26 und 
0,24 Proz. 
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Bei diesem Versuch ist also durch das Lufteinblasen nur Glucose 
in den Harn iibergegangen. Die Hyperglykdmie wird nur durch Glucose 
reranlapt. 

Die Versuche ergeben, daB das Einblasen von Luft in das Euter 
regelmaBig von einer Hyperglykimie begleitet wird. Vergleicht man 
die héchsten Werte der Hyperglykamie bei den beiden ersten Versuchen 
mit den folgenden, so kann man konstatieren, dali das Lufteinblasen 
bei stark milchgebenden Tieren einen héheren Effekt hat als bei jenen, 
die geringere Milchquantitaten geben. Nach dem Lufteinblasen steigt 
der Blutzuckergehalt sehr rasch und erreicht sein Maximum gewoéhnlich 
schon innerhalb 1 bis 1', Stunden. Darauf nimmt er in der Regel 
sehr rasch wieder ab. Wie aus der Abbildung zu ersehen ist, folgen 
die Blutzuckerwerte der Vena mammaria sehr intim denen der Vena 
jugularis. Man kann vielleicht beobachten, daB die Werte in der Vena 
jugularis am aufsteigenden Aste der Kurve etwas niedriger sind als 
die in der Vena mammaria. Beim Abklingen der Hyperglykimie ist 
das Gegenteil der Fail. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Wertepaaren sind indessen so unbedeutend, daB man sie als innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methodik liegend betrachten kann. 

Dem Einblasen von Luft in das Euter folgt nicht nur eine Hyper- 
glykimie. Es erfolgt auch ein Ubergang von Kohlenhydrat in den 
Harn. Die Analysen ergeben, daB dieses Kohlenhydrat in gewissen 
Fallen nur aus Glykose bestehen diirfte. In anderen Fallen kann man 
auch einen Ubergang von Lactose in den Harn bemerken. Diese Beob- 
achtungen sprechen dafiir, daB der Mechanismus der Hyperglykamie 
nicht nur durch eine Resorption von Lactose durch die Milchdriisen 
erklart werden kann. In gewissen Fallen entsteht die Hyperglykamie 
nur durch eine Erhéhung des Glucosegehalts des Blutes. In anderen 
Fallen (wenn das Euter vor dem Einblasen nicht vollstindig aus- 
gemolken wurde ‘) nimmt auch Lactose an der Entstehung der Hyper- 
glykamie teil. 

Von Interesse ist es, festzustellen, daB gleichwie der Blutzucker- 
gehalt bei diesen Tieren im allgemeinen erheblich niedriger als beim 
Menschen ist'), auch der Schwellenwert fiir die Glykosurie bedeutend 
niedriger liegt. Die hier veréffentlichten Messungen geben hinsicht- 
lich der Maximalwerte der Hyperglykamie wahrend der verschiedenen 
Versuche allerdings keine Antwort. Wir kénnen uns denken, dab die 
héchsten Werte zwischen den Bestimmungen liegen. Doch diirften 
z. B. in den Versuchen 6 und 7 die héchsten Blutzuckerwerte 0,1 Proz 
nicht wesentlich iibersteigen. Schon bei dieser Konzentration gehen 
indessen bedeutende Mengen Glucose iiber. Im Versuch 8 finden wir 


') Widmark und Carlens, diese Zeitschr. 1925. 
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waihrend der ersten 75 Minuten nach dem Lufteinblasen ungefahr 
1 Proz. Glucose im Harn. Die héchste beobachtete Blutzucker- 
konzentration betrug hier 0,081 Proz. 

Da aus obenstehendem hervorgeht, das die Hyperglykimie nicht 
ausschlieBlich und in gewissen Fallen tiberhaupt nicht durch eine 
Lactoseresorption erklart werden kann, mul die Deutung der Ent- 
stehung derselben in anderen Ursachen gesucht werden. 

Eine nervése Reizung, die durch das Lufteinblasen in das Euter 
verursacht wird, kann a priori nicht ausgeschlossen werden. Nach 
dem Einblasen von Luft kann man namlich oft kraftige Kontraktionen 
des Uterus beobachten. Man kénnte sich also vorstellen, dal eine 
Reizung auf sympathischem Wege die Hyperglykamie herbeifiihrt. 

Gegen das Vorhandensein einer psychischen Hyperglykamie spricht 
das Verhaltnis, daB auch Tiere, die wahrend der Geburtsparese voll- 
kommen bewuBtlos sind, nach dem Lufteinblasen eine ganz ahnliche 
Hyperglykimie wie gesunde Tiere zeigen. Das Einblasen von Luft 
scheint auch auf gesunde Tiere keine psychische Reizung auszuiiben. 
Dies kann durchgefiihrt werden, wahrend das Tier ruhig mit der Zu- 
sichnahme von Futter fortfahrt. Wir haben auch keine durch den 
Einstich in die Ohrvene verursachte Erhéhung der Blutzuckerwerte 
beobachten kénnen. 

Obgleich das Vorhandensein einer Sympathicusreizung nicht aus- 
geschlossen werden kann, scheinen diese Versuche doch am einfachsten 
in Analogie mit den friiher erwihnten Versuchen von Bert und Porchet 
erklart werden zu kénnen. Es diirfte ziemlich sicher sein, dab die 
Lactose aus jener Glucose gebildet wird, die die Milchdriisen aus dem 
Blute aufnehmen. Bei einem stark milchgebenden Tiere muf diese 
Aufnahme von einer derartigen GréBe sein, dab der gesamte Glucose- 
gehalt des Blutes mehrmals pro Stunde in Anspruch genommen wird. 
Sobald das Lufteinblasen erfolgt und die Lactoseproduktion momentan 
abgebrochen wird, ist es natiirlich, daB das €instrémen von Glucose 
in das Blut nicht gleichzeitig, dem herabgesetzten Bedarf entsprechend, 
vermindert wird. Hiermit sind die Bedingungen fiir die Entstehung 
einer Hyperglykimie gegeben. Sobald der Ausgleichsmechanismus 
durch das Auftreten der Hyperglykimie zu wirken begonnen hat, 
klingt die Hyperglykimie ab. 

Die auBerordentlich sichere Behandlungsweise, die man zur Be- 
kimpfung der Geburtsparese im Einblasen von Luft erhalten hat, 
ist durch diese Versuche in ein neues Licht gestellt worden. Durch 
dieselbe wird nicht nur die in der Uterusgegend angesammelte Blut- 
masse verdringt. Sie fiihrt auch bestimmte chemische Veranderungen 
mit sich. Gerade in der Erhéhung des Glucosegehalts des Blutes sehen 
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wir die heilende Wirkung derselben, indem wir das Symptom der 
Geburtsparese als einen Ausdruck fiir eine Hypoglykamie betrachten, 
die durch die nach dem Kalben plétzlich einsetzende Lactation hervor- 
gerufen wurde, 


Zusammenfassung. 

1. Das Einblasen von Luft in das Euter milchgebender Kiihe 
und Ziegen verursacht eine kurz andauernde Hyperglykamie. Bei 
stark milchgebenden Tieren ist diese ausgepragter als bei solchen, 
die geringe Quantitaten melken. 

2. Die Hyperglykimie bringt einen Ubergang von Kohlenhydrat 
in den Harn mit sich. In gewissen Fallen ist dieses vergarbar, in anderen 
Fallen konnte das Reduktionsvermégen des Harns durch Géarung 
nicht auf normale Werte herabgebracht werden. MHieraus wird ge- 
schlossen, daB die Hyperglykimie durch eine Erhéhung des Glucose- 
gehalts des Blutes entsteht. Mitunter kommt indessen auch eine 
Resorption von Lactose seitens der Milchdriisen vor. 

3. Der Schwellenwert der Glykosurie liegt fiir Kiihe bei 0,1 Proz. 
oder darunter, also bedeutend niedriger als beim Menschen. 

4. Die giinstige Wirkung des Lufteinblasens in das Euter bei 
Geburtsparese (Paralysis puerperalis) wird der Erhéhung des Glucose- 


gehalts des Blutes zugeschrieben. 




















Untersuchungen iiber elektrische Erscheinungen 
und Ionendurchliassigkeit von Membranen. 


I. Mitteilung: 
Die Potentialdifferenz an der Apfelschale. 


Von 
Akiji Fujita. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-medizinischen Universitat zu 
Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1925.) 


Die physiologisch bedeutungsvolle Wirkung von Membranen 
infolge der an ihnen auftretenden elektrischen Potentialdifferenzen 
und elektiven Permeabilitaétserscheinungen sind zweifellos nicht ein- 
heitlich zu erklaren, weil es Membranen von sehr verschiedener Wirksam- 
keit gibt. Deshalb erscheint es giinstig, eine Untersuchungsreihe tiber 
die Membranwirkung an einem Objekt zu beginnen, welches zwar ein 
wirkliches physiologisches Objekt ist und weit mehr als ein bloBes 
nachahmendes Modell darstellt, aber innerhalb der physiologischen 
Objekte sich durch besondere Einfachheit und Durchsichtigkeit der 
Verhaltnisse auszeichnet. Dieses Objekt ist die von Loeb und Beutner') 
zuerst untersuchte Fruchtschale, insbesondere die Apfelschale. Diese 
ist im Gegensatz zu den schwer sichtbaren Membranen der meisten, 
insbesondere der tierischen Zellen, ein mikroskopisch leicht erkenn- 
bares Objekt. Sie stellt einen homogenen, nicht aus Zellen bestehenden 
wachsartigen, mit Fettfarbstoffen firbbaren Uherzug des Apfels dar, 
dessen Dicke etwa von derselben GréBenordnung ist wie die einer 
gréBeren Pflanzenzelle, also ein leicht erkennbares Objekt, bei dem es 


') J. Loeb und Beutner, diese Zeitschr. 41, 1, 1912; 44, 303, 1912; 
51, 300, 1913. 
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nicht zweifelhaft sein kann, daB es einen lipoiden und keinen eiweib- 
artigen Charakter hat. Andere Zellmembranen mégen eine andere 
Beschaffenheit haben, aber diese ist in der Regel so schwer erkennbar, 
daB heute immer noch verschiedene Theorien tiber die chemische Natur 
derselben existieren. Die Apfelschale ist im Gegensatz dazu ein leicht 
erkennbares Objekt. Sie ist eine Membran, bei welcher irgend eine der 
komplizierteren morphologischen Strukturen, wie z. B. ein mosaik- 
artiger Bau aus lipoiden und albuminoiden Teilen nicht in Betracht 
kommen. In bezug auf die Entstehung der Potentialdifferenzen an 
den Membranen besteht eine Meinungsverschiedenheit. Beutner fiihrt 
sie auf einen lipoiden Charakter ganz bestimmter Art zuriick, welchen 
er durch einfache chemische Modelle nachahmen konnte. Wahrend 
in neuerer Zeit unter Héber seine Schiiler Vorschiitz, Natannsen, 
Matsuo, Mond') gezeigt haben, daB eiweiBartige Membranen dieselbe 
Wirkung ausiiben kénnen und die physiologisch vorkommenden Membran- 
wirkungen lieber durch die Annahme einer eiweiBartigen Membran als 
einer lipoiden Membran erklaren méchten, ist fiir die Apfelschale die 
lipoide Beschaffenheit der Membran ganz augenscheinlich. Eine genaue 
Aufklarung dieser Wirkung ist deshalb wiinschenswert. selbst wenn 
andere Membranen der Physiologie von anderer Beschaffenheit sein 
sollten. Die Deutung dieser Potentialdifferenzen an der Apfel- 
schale wurde bekanntlich von Beutner so gegeben, dab er sie als 
Phasengrenzpotential infolge verschiedener Verteilungen der Ionen 
zwischen der umgebenden Lésung und der Substanz der Membran 
auffaBt. 

Diese erste Mitteilung hat zunichst den Zweck, die Befunde iiber 
die Potentialdifferenz an der Apfelschale genauer und umfangreicher 
nachzupriifen, um sie als Grundlage benutzen zu kénnen. 

Unsere Versuchsanordnung war die folgende: Ein Apfel wurde 
in eine Petrischale gelegt, in welcher sich eine flache Schicht einer 
Elektrolytlésung befand. An der Oberseite des Apfels wurde ein kleines 
Loch bis in das Fruchtfleisch eingebohrt. In die mit n/10 KCl-Lésung 
ausgefiillte Bohrung des Apfels wurde je ein Glasheber getaucht, welcher 
mit einer mit KCl gesiattigten 3 proz. Agargallerte gefiillt war. Bei der 
Elektrolytlésung wurde diese Ableitung in gehériger Entfernung von 
dem Apfel angebracht, so da8 das allmahlich herausdiffundierende 
KCl wenigstens in der Nahe der Apfelschale die Elektrolytlésung nicht 
verunreinigte. An der Bohrungsstelle des Apfels war eine solche Vor- 


!) Vorschiitz, Pfliigers Arch. 189, 181, 1921; 190, 54, 1921; Natannsen, 
ebendaselbst 196, 637, 1922; Matsuo, ebendaselbst 200, 132, 1923; Mond, 
ebendaselbst 208, 247, 1924; s. ferner die Zusammenfassung von Hober, 
Zeitschr. f. phyvsikal. Chem. 110, 142, 1924. 








ny 


_e 





Elektr. Erscheinungen u. Tonendurchlassigkeit von Membranen, lL. 13 


sichtsmaBbregel nicht erforderlich, weil hier eine blobe Fliissigkeits- 
verbindung zwischen dem Saft des Apfels und der KCl-Lésung vorliegt, 
an welcher keine Membranwirkung zur Geltung kommt. Hier kann 
héchstens ein Diffusionspotential tibrig bleiben, welches fiir unsere 
Zwecke vernachlissigt werden kann und dadurch nicht merkbar 
beeinfluBt wird, daB ein wenig KCl in den Apfelsaft hineindiffundiert. 
Die beiden Agarrohre wurden andererseits mit Hilfe eingeschalteter 
gesittigter KCl-Lésung je mit einer mit KCl gesattigten Kalomel- 
elektrode verbunden. Der Potentialunterschied wurde anfinglich mit 
dem Binantelektrometer gemessen in der Weise, wie es in unserer 
Arbeit!) beschrieben ist. Spater jedoch wendeten wir nur noch das 
gewohnliche Kompensationsverfahren nach Du Bois-Reymond und 
Poggendorff an, da die Leitfahigkeit der Apfelschale fiir dieses viel 
bequemere Verfahren vdllig hinreichend ist. Wir messen somit den 
Potentialunterschied des Apfelsaftes gegen die auBere Elektrolytlésung 
in der Petrischale. Die absoluten Werte dieser Potentialdifferenz hatten 
wenig Interesse, da sie von der Zusammensetzung des Apfelsaftes ab- 
hangen, welche schwer iiberblickbar ist. Wenn wir dagegen derartige 
Versuche an einem Apfel mit variierter AuBenlésung machen, so zeigen 
diese Versuche die Abhangigkeit der Potentialdifferenz von der Zu- 
sammensetzung der AuBenlésung an, wahrend der Apfelsaft selbst eine 
stets konstante und daher belanglose Wirkung hat. 

Die erste Versuchsreihe bezieht sich darauf, mit welcher Ge- 
schwindigkeit solche Potentialdifferenzen sich einstellen und in welchem 
Grade sie konstant und reproduzierbar sind. Tabelle I gibt fiir ver- 
schiedene Elektrolytiésungen dariiber Auskunft. Wie man sieht, ist 
die erreichbare Konstanz einigermaBen gut. Bei manchen Elektrolyten 
wird ein einigermaBen konstanter Wert sehr schnell, bei anderen erst 
nach 10, 20, 30 Minuten erreicht und bleibt auf alle Falle innerhalb 
einer Stunde, wo der Versuch abgebrochen wurde, fast konstant. 
Die Schwankungen um wenige Millivolt sind im allgemeinen kaum 
gréBer als bei den von uns friiher untersuchten Phasengrenzketten 
mit Benzylalkohol®). Auffallig ist nur die starke Anderung bei Ver- 
suchen mit hohen Konzentrationen von Salzsiure (n/10). Das an- 
fanglich sehr hohe Potential nimmt sehr schnell ab und erreicht 
schlieBlich angenahert den Wert 0. Dies gilt jedoch nur fiir die starkeren 
HCl-Lésungen. In verdiinnterer HCl-Lésung (n/100) stellt sich das 
Potential ebenso schnell wie in anderen Elektrolytlésungen ein. Be- 
sonders ist es hervorzuheben, daB bei KOH selbst in n/10 Konzentra- 


') L. Michaelis und A. Fujita, Zeitschr. f. physikal. Chem, 110, 266, 
1924. 
*) Dieselben, |. c. 











14 A. Fujita: 


tion die Einstellung ziemlich schnell erfolgt. Die im allgemeinen sehr 
hohen absoluten Werte der Potentialdifferenzen, oft von 60 bis 80 Milli- 
volt bei binaren einwertigen Neutralsalzen, zeigen ganz deutlich, dab 
ein gewohnliches Fliissigkeitspotential hier nicht in Frage kommt und 
eine Membranwirkung vorliegt. 


Tabelle I. 


Die verletzte Stelle stets mit 0,1 n KCl abgeleitet. Die unverletzte 
Stelle mit den folgenden Lésungen abgeleitet. Wo kein Vorzeichen an- 
gegeben, ist die unverletzte Stelle negativ. Die Konzentrationen sind 

in Aquivalenten, nicht in Molen angegeben. 


n/10 KCl: 
Sofort 62,5, nach 10 Minuten 58,0, nach 20 Minuten 52,3, nach 
30 Minuten 48,5, nach 40 Minuten 46,0, nach 50 Minuten 45,0. 
nach 60 Minuten 44,8 Millivolt. 


n/10 NaCl: 
Sofort 60,3, nach 10 Minuten 62,8, nach 25 Minuten 60,2, nach 
40 Minuten 58,7, nach 60 Minuten 53,3, nach 80 Minuten 50,4 Millivolt. 


n/10 CaCl,: 
Sofort 59,4, nach 10 Minuten 62,5, nach 20 Minuten 61,2, nach 
30 Minuten 58,7, nach 45 Minuten 55,3, nach 60 Minuten 54,3 Millivolt. 
n/10 KOH: 


Sofort 21,7, nach 10 Minuten 21,3, nach 20 Minuten 20,5, nach 
30 Minuten 19,2, nach 40 Minuten 17,6, nach 50 Minuten 16,8, 
nach 70 Minuten 16,1 Millivolt. 


I 


= 


10 HCl: 

Sofort — 52,7, nach 10 Minuten — 12,6, nach 20 Minuten — 7,2, 
nach 30 Minuten — 5,8, nach 40 Minuten — 2,0, nach 70 Minuten 
+ 0,8, nach 80 Minuten 0 Millivolt (Wiederholungen dieses Versuchs 
mit dem gleichen Resultat.) 


Anderer Apfel: 
Sofort 21, nach 10 Minuten £, nach 25 Minuten 6, nach 45 Minuten 6, 
nach 65 Minuten 5, nach 90 Minuten — 1, nach 102 Minuten 1, nach 
112 Minuten 0, nach 132 Minuten 0 Millivolt. 


n/100 HCl: 
Sofort 23, nach 12 Minuten 29, nach 27 Minuten 29, nach 35 Minuten 
28, nach 45 Minuten 24, nach 55 Minuten 25, nach 65 Minuten 26, 
nach 83 Minuten 21, nach 100 Minuten 23, nach 125 Minuten 
22 Millivolt. 


n/10 KBr: 
Sofort 56,2, nach 10 Minuten 62,6, nach 20 Minuten 66,0, nach 
30 Minuten 66,8, nach 40 Minuten 67,0, nach 50 Minuten 63,8, nach 
60 Minuten 61,5 Millivolt. 
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n 10 KJ. 
Sofort 46,4, nach 10 Minuten 48,3, nach 20 Minuten 47,5, nach 
30 Minuten 46,5, nach 40 Minuten 44,4, nach 50 Minuten 44,2, 
nach 60 Minuten 41,1, nach 70 Minuten 39,6 Millivolt. 


10 K,C O5:) 

Sofort 22,6, nach 10 Minuten 30,5, nach 20 Minuten 32,1, nach 
30 Minuten 33,7, nach 40 Minuten 34,6, nach 50 Minuten 33,4, 
nach 60 Minuten 32,8, nach 70 Minuten 30,2 Millivolt. 


~ 


10 KNO,: 
Sofort 76,1, nach 20 Minuten 74,5, nach 30 Minuten 70,4, nach 
50 Minuten 62,6, nach 70 Minuten 54,3 Millivolt. 


- 


10 Mg(Cl,: 
Sofort 80,9, nach 10 Minuten 84,6, nach 30 Minuten 81,9, nach 
40 Minuten 80,2, nach 60 Minuten 77,5 Millivolt. 


10 KSCN: 

Sofort 41,0, nach 10 Minuten 41,3, nach 20 Minuten 44,3, nach 
30 Minuten 40,0, nach 60 Minuten 39,5, nach 50 Minuten 38,0, nach 
60 Minuten 36,4 Millivolt. 


~ 
= 


10 K,-Citrat: 
Sofort 25,0, nach 10 Minuten 29,4, nach 20 Minuten 30,3, nach 
on 7 


30 Minuten 29,3, nach 50 Minuten 25,7, nach 60 Minuten 25,7, 
nach 70 Minuten 27,3 Millivolt. 


_ 
- 


Die zweite Versuchsreihe soll zeigen, inwieweit die Resultate 
reproduzierbar sind, wenn man bei einem und demselben Apfel die 
Konzentration der Elektrolytlésung auf- und wieder absteigend variiert. 
Die Ablesungen wurden immer ziemlich bald nach dem Wechsel der 
Fliissigkeit notiert, also zu einer Zeit, wo die definitive Einstellung des 
Potentials vielleicht noch nicht ganz vollstandig ist. In Anbetracht 
dieses Umstandes mu8 die Reproduzierbarkeit der Versuche, wenn 
man von einer konzentrierten Lésung iiber verdiinntere und wieder 
zur konzentrierteren zuriickgeht. als recht befriedigend bezeichnet 








werden. 
Tabelle II. 
Aptel I Apfel Il Apfel! Apfel Il 
n/10 43,2 39,0 n/10 78.9 65.0 
n/50 78,2 73,0 n/50 854 69.0 
n/250 1148 113,2 n/250 1028 829 
n/1250 > NaCl 1485 1400 n/1250 } BaCl, 1210 1073 
n/250 109.2 105.3 n/250 103.2 96.6 
n/50 70.0 72.4 n/50 816 714 
n/10 35,0 38,8 n/10 69.2 S584 
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Tabelle IL (Fortsetzurg). 














Aptell Apfel Il Apfel I Apfel Il 
n/l0 66.6 63.8 n/10 18.0 10.9 
n/50 101,0 94.0 n/50 269 18,1] 
n/ 250 135.0 1223 nj250 50,6 465 
n/1250 § LiCl 1613 1502 n/1250 { HC! 83,6 803 
n/250 124.0 1138 n/250 52.1 45.6 
n/50 87.8 82.0 n/50 23,6 17,1 
n/10 53.7 43.0 n/10 14.6 74 
n/10 95.4 93,2 n/10 36.4 29.4 
n/50 103.0 101.0 n/50 710 635 
n/250 1188 1195 n/250 1106 1009 
n/1250 ' MgCl, 134.8 147.0 n/1250 ' KOH 148.0 141.0 
n/250 116.8 123.0 n/250 109.0 101.1 
n/50 99.2 96.0 n/50 66.6 63.4 
n/1l0 82.8 74.7 n/l0 27.6 265 


Die nachste Versuchsreihe erstreckt sich auf Elektrolytlésungen, 
bei welchen das Kation variiert wurde, wahrend als Anion stets Cl’ 
genommen wurde. Bei jedem einzelnen Elektrolyten wurde an einem 
Apfel eine Serie verschiedener Konzentrationen, absteigend und wieder 
aufsteigend untersucht. Die Kolumnen I bis IV bezeichnen Versuche 
mit vier verschiedenen Apfeln. Wie man sieht, sind die absoluten 
Werte der Potentialdifferenz individuell oft sehr verschieden, dagegen 
sind die Differenzen beim Ubergang von einer Konzentration zu einer 
anderen ziemlich gut reproduzierbar, wenn auch nicht immer in gleichem 
Mabe. Bei den Versuchen mit einwertigen Kationen K, Na, Li, Rb, 
NH, erreichen diese Differenzen nicht selten ganz oder beinahe den 
theoretisch méglichen Maximalwert von etwa 40 Millivolt, wenn die 
Konzentrationen sich 1:5 verhalten. Fiir HCl gilt dasselbe, aber nur 
fiir niedere Konzentrationsbereiche. In héheren Konzentrationen ist der 
Unterschied bei einer Variation der Konzentration viel kleiner. Bei 
den zweiwertigen Kationen Ca, Mg, Ba erreichen die auf das gleiche 
Konzentrationsintervall bezogenen Unterschiede der Potentialdifferenz 
haufig den theoretischen Maximalwert von 20 Millivolt. Im allgemeinen 
zeigt sich hier eine Neigung, daB im Bereich héherer Konzentrationen 
dieser Potentialunterschied bei Variation der Konzentration kleiner 
ist als im Bereich niederer Konzentrationen, abnlich, wenn auch nicht 
ganz so stark wie bei HCl. Bei dreiwertigen Kationen Al, Ce ist der 
Unterschied bei der Variation der Konzentration im allgemeinen nicht 
viel kleiner als bei den zweiwertigen Kationen. Der theoretisch zu 
erwartende Maximalwert fiir einen Konzentrationsunterschied mit 
dem Verhiltnis 1:5 sollte etwa 13 Millivolt betragen. Dieser Wert 
wird aber in Wahrheit oft deutlich iiberschritten. Bei der Unsicherheit 
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Tabelle I1l. 
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n/l 
nw 
n 250 
n 1250 
n 250 
n 50 
n/1lv0 


n lo 
nm 50 
n/250 
n 1250 
n/250 
n/50 
n lo 


n lv 
n ov 
n/250 
n 1250 
n/250 
n 5 
nl 


n 
n +O 
n/ 250 
n/ 1250 
n 250 
n/50 
n 10 


n lo 
n 50 
n/250 
n/ 1250 
n/250 
n/50 
n/l0 


n 10 
n 50 
n/250 
n/1250 
1/250 
n/50 
n/10 


ti 10 
n/50 
n/250 
n/1250 
n/250 
n/50 
n/l0 





KCl 


Nacl 


LiCl 


RbCl 


NH,Cl 


CaCl, 


MgCl, 


Diff. 


21,1 
38.0 
37,7 
400 
40.5 
32,4 


35.0 
36.6 
33,7 
39,3 
39,2 
35,0 


344 
34,0 
26.3 
37,3 
36,2 


34,1 


30,4 
37.8 
21.6 
344 
35,0 
At} = 


awd 


31,0 
33.0 
34.0 
36,0 
41,0 
30.0 


12.2 
16,9 
20.5 
17.4 
21,1 
15.9 


11,9 
21.0 
21,8 
19.0 
188 
11,7 
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28,4 
63,0 
90,0 
116.8 
90,7 
61,1 


26,2 


39.4 
72.0 
114.8 
140.0 
105,0 


95,4 
103.0 
118.8 
134.8 
116.8 

99.2 

82.8 


Diff. 


Diff. 


34.5 
37,2 
35,5 
34.9 
38,2 
33.6 


39,0 
38,7 
37,9 
34,2 
416 


29,7 


26.0 
34.0 
32.0 
37,0 
37.0 
26.0 


13.0 
14.3 
13.5 
16.9 
18.5 

98 


21.6 
19.8 
214 
18.8 
16.9 
15,0 


IV 


30,6 
62,2 
97,4 
131,0 
94.0 
55,6 
21,8 


~ 
bs 

tw 

| 


( 


108.0 
100.0 
85.0 


73,2 


— 
=! 


715 
81.6 
102.2 
122.0 
104.0 
83.4 
73.0 


to 


Diff 


31.6 
35,2 
33.6 
37.0 
384 
33.5 


—=w §6t _ 
oe 5 £9 5 & so 
— i 


7 


10,1 
20.46 
19.8 
18.0 
20.6 
10.4 














18 A. Fujita: 


Tabelle ITI (Fortsetzung). 











I Differenz II Differenz Il Differenz 
n 10 78.9 _ 80.0 e 568 
bs re 6.5 am 7,2 om, 11,9 
n 50 4 a 87,2 oo 68.7 o 
a“ ’ 17.4 4 o7 ’ 18.7 
» » ’ « ( ; = , 
a4 , —- 18,2 ae | 850 aie 214 
n/1250 ) BaCl, 121.0 178 121.9 274 108.8 19'8 
n/250 103.2 16 94.5 149 89.0 193 
n/d0 81.6 i, 79.6 “9 69.7 me 
n/10 69,2 12,4 66,2 13,4 58.6 11,1 
n/10 765 20 92.6 aon 109.8 » 
n/50 80,4 a 99.3 4 115,2 ae 
n/250 98.7 299 108,3 19'5 126.0 170 
n/1250 | AICI, 121,6 93 127.8 ny 143,0 o's 
n/250 102.1 211 108, 1 147 121,7 149 
n/50 81.0 “10 93.4 9 106.8 - 
n/10 80,0 I, as | 101.2 af 
n/10 110.0 100.0 94.0 
~ y 19.0 ’ 18.0 =, 110 
f nm : : ’ 
a lh A 13,0 a 15,0 tes 14,0 
_—~* a 15,0 oy 20,0 m. 110 
n/1250 } Ce Cl, 157.0 170 153.0 160 130.0 20'0 
n/250 140.0 120 137.0 120 110.0 150 
n/50 128.0 =, 125.0 “y 95,0 »; 
n/10 113.0 15,0 109.0 16.0 77.0 18,0 
n/10 — 22,0 es 18,0 — 165 
n/50 —198 3a a9 | 22 i—es | .f 
1m ae Se 2 2d, pa a) 
n/250 397 W6 33/0 5,7 38°4 
n/1250 SHC! 33,8 37'4 83.6 315 44.1 20 0 
n/250 — 36 oa 52.1 ae's 14,1 91’: 
“ “4 16.1 - 28.5 a 213 
n ‘50 — 19,7 09 23.6 90 — 72 04 
n/10 — 1838 * 14.6 7 um FS , 
| proz 91.6 > 815 a — 
’ 28 ’ 33! — 
a > 1200 = 115,0 4 ee 
ae Es 125.0 41 0 138.4 156 — ey 
1/125 aa ‘5° 22'0 154,0 25.3 = des 
1 25 o" > 144.0 39 9 128,7 183 —_— eee 
ae = 1048 _ 1104 pay _ 
, 904 144 838 26.6 ree — 


unserer Kenntnisse iiber die Dissoziation und Aktivitat solcher drei- 
wertigen lonen sind solche Unterschiede nicht auffallig und einer 
genauen Theorie nicht zugiinglich. Die letzte Versuchsreihe ist mit 
Chininhydrochlorid angestellt. Hier sind die Unterschiede weniger 
regelmaBig. 

Die nachste Versuchsreihe wurde mit Kaliumsalzen verschiedener 
Anionen, jedes Salz in verschiedenen Konzentrationen, angestellt. 
An dieser Versuchsreihe ist die groBe Einférmigkeit ganz auffillig 
Ein-, zwei-, dreiwertige Anionen einschlieBlich des OH-Ions verhalten 
sich ganz gleich, und es ist ganz augenscheinlich, da®B die Natur des 
Anions keine Rolle spielt, wihrend wir bei den Kationen deutliche 
Unterschiede je nach der Wertigkeit leicht erkennen konnten. 











= 
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Tabelle 1V. 














I Differenz Il Differenz il Differenz 
n/10 46.2 ai 9.7 =o 17.8 
n 50 m5 | = as‘! =e a 
n/250 114.2 34'8 81,0 sao 84.3 36°7 
n/1250 ‘ K Br 149.0 ons 117.0 ona 121.0 one 
ba - 39! - 32, — 38.2 
n ~ a > 380 4 37.2 me 36.6 
~— he 36,1 oe 315 - 31.6 
n/10 35,4 16.3 14.6 
. = ae 31,9 Ry 313 a 33.0 
e -~, on: - Pe a= ian ‘ - ) 
11/250 984 3! 79 | «(34,0 84.3 a 
n/1250 KJ 1345 36,1 nae | 358 123.0 x 
350 . ors 36,7 a4 36.8 937 39.3 
m ~ 37,0 Lie 36.8 a 36.4 
n/50 60,8 378 40,6 357 47,3 32°7 
n/10 23.0 — 49 eis 14.6 _ 
n/10 27,5 “ 52.2 dl 25.2 , 
n/50 64.6 ae 75,7 4 60.0 ~~ 
n/250 101,0 34'8 110,2 300 95.5 365 
n/1250 ‘KSCN 1358 370 140.2 32°0 132.0 4 
Or , o> e . 4 wee 
n/250 %8 §—37'0 102,20 (377 5 | 383 
n/5O 618 36.0 64,5 36:9 00,2 32.6 
n/10 25,8 ao 27,6 ae 23,6 ’ 
n/10 53,2 40,8 , _ 
/ '; 29.6 be , 30,0 — 
i — 38,0 oe 318 _ 
n/1250 *' KNO, 154,0 38'0 135.2 398 a i 
n/250 116,0 39'6 95,2 37'8 a : 
} n/50 76.4 6 57,4 347 on “a 
a n/10 as; © 7 | ios 
f n/10 53,2 e06 40,8 ‘ — 3 
n/50 m_| oe 70,8 a. 
= n/250 116.0 38°0 103,2 318 = 
: n/1250 ‘ KNO, 154,0 on" 135,0 poe — 
. 38.0 =“ 39.8 
n/250 116,0 39'6 95,2 378 on 
im a wv, -= oi, 
n/50 76,4 346 574 34°7 one 
n/10 418 —_ 22.7 —— — 
n/l0 55,0 32.0 55,0 | 320 | me 
n/50 87,0 31:0 87, 35.0 92. 33.0 
n/250 118.0 35°0 122.0 330 123.0 33°0 
n/1250 * K JO, 153,0 37'0 155.0 38°0 156.0 360 
250 1140 —, 117.0 my 120.0 — 
n ~ ~ , 35,0 e’ 35.0 “ ‘ 37.0 
n/50 79.0 390) 82.0 310 83.0 310 
- n/10 47,0 — 510 =e 52,0 ’ 
n/10 30,4 ‘ 8.5 on 38.3 30.7 
n/50 aa | 3? an | oe ye 
n/250 95,1 38°7 80.7 34°] 107.2 26'S 
- n/1250'K,CO, —134,0 sa’ 114.8 sa'¢ 144.0 at 
ss 95 we, : = - 02.9 paca 
= ae | 3 ee | as 3 | 258 
~ oo 36,2 aa 33,2 an 361 
n/10 18.9 13.6 31.2 
o* 
> 
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Tabelle ITV (Fortsetzung). 
] Differenz Il Differenz Il Differenz 
37 59 q 
mins + a mys 35,4 —. | aa 
ae 106.0 35,8 r4 43 33,5 100'2 36,9 
n 198 (K. SO rt 35,2 + 31,2 o's 34,3 
n =e K, ‘ ( 4 141.2 37.2 l 16,0 22.3 134.5 34 5 
= en | 35,0 en | (42 a | (380 
ate oe 35,1 ve 35.4 — 31.6 
n 10 33.9 11 32.4 
*» > - 
a ee | 387 — 32,0 : 
n/250 | K, 80.7 ~~ 81.6 ae 
n/1250 ‘ Ferri- 127,0 27's 117.2 on'9 
250 | evani 95 ae 315 paps i ~ 
ret fe ee | Se 
f ol. on & ‘, 249 
n/10 16.0 355 13.2 34.2 
( 6.9 5 
mh 500 33,1 04 34,0 - 
n 250 K,- 86,4 ae 84.5 =. = 
n 1250 $ Ferro- 120,2 33'8 116.2 39'0 — 
n 250 | ecyanid 86,4 oes 84.2 ae 
n 50 , 53,7 32,7 49.4 34,8 — 
rs 35,2 -, 35.5 ‘ 
n/l0 18,5 13,9 
0 -s c . . » 
. o fo 37.5 ron 34.6 = 35,2 
1/250 774 41.8 . 06 39.6 42,2 
~t J X on i,é or. 
n1250'KOH 9 1175 pope 148.0 ae 125.0 oa 
n/250 78,0 pom 109.0 a 83,0 ha, 
n/50 380 40.0 66 f 424 47.0 36.0 
: — 37.4 ope 39.0 a 39.7 - 
n/ 10 0.6 27.6 ’ 7,3 
10 5 95 - 
1/30 37 B20 go BS = 
n/250 . 75,6 ons 80,0 ~~ , - 
n1250 |. K- 110.0 34,4 120.3 0,3 + 
1/250 Acetat 766 33.4 80'8 39.5 — 
me ’ 35.8 ’ 36.8 oe - 
n 50 40.8 pn 44.0 oe o 
n/10 6,2 348 99 “I — ? 
n 10 18.6 ; 6 ics om : 
n 53°5 34,9 ae = - ; 
25 : ( di ‘ ov, ~~ i 3 
— K,- in 31,8 4 34,6 E ; 
n 1250 122.8 116.5 
1 250 Oxalat Qo 7 30.1 26 33.9 a _ ‘ 
1 30 za | 42 | az | Se , 
nh 10 22 6 35, 13.2 34.0 + - dé 
n 10 242 122 4 
. ns, 32.8 ny 32,3 _ 
50 i a, 5 “; me 
. ~ 10 35.0 44,5 36.0 = 
n 250 K 92.0 a 80.5 en's ial 7 
n/1250 $ Ss" 29.0 os, pal go = = 
250 Citrat — 36.8 — 35.4 *% ain 
30 ms | 3 | as | 4 | - 
ee 34.3 ” 32.9 i 
n lo 24,2 14.3 —- 
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Die nachste Versuchsreihe soll den Unterschied der verschiedenen 
Kationenarten bei gleicher Konzentration, alle an einem Apfel unter- 
sucht, feststellen. Die fritheren Versuche sind namlich nur fiir die 
Frage des Konzentrationseffekts an einem gegebenen Elektrolyten 
geeignet, aber nicht fiir die Vergleichung verschiedener lonenartew. 
weil fiir die verschiedenen Ionenarten verschiedene Apfel angewendet 
wurden. Um das individuelle Verhalten der einzelnen Apfel auszuschalten, 
mubte man an einem und demselben Apfel die Untersuchungen mit 
gleich konzentrierten Lésungen der verschiedenen Elektrolyte rasch 
hintereinander anstellen. In der Tabelle V bedeutet jede horizontale 
Reihe von 21 Versuchen die Messungen an einem Apfel, der Pfeil be- 
deutet die Richtung, in welcher die verschiedenen Elektrolyte hinter- 
einander benutzt wurden. In der untersten horizontalen Reihe ist das 
Mittel aus den Versuchen mit verschiedenen Apfeln angegeben. Wi: 
erkennen eine deutliche lonenreihe der Kationen 


— H, Rb, K, Na, Li, Ca, Ba, Mg, Al + 


Bei der Variation der Anionen in Form ihrer Kaliumsalze sind 
die Unterschiede viel kleiner, Cl, Br, J, Nitrat, Carbonat, Sulfat, 
Ferricyanid, OH unterscheiden sich untereinander in der Wirkung 
so wenig, daB die Unterschiede kaum die Versuchsfehler tiberschreiten. 
Etwas verschieden von diesen, aber unter sich ziemlich gleichartig, 
sind Ferrocyanid, Acetat, Oxalat, Citrat und Rhodanid. Die Ver- 
suche sind ziemlich gut reproduzierbar und von der Reihenfolge, in 
welcher die Apfel mit verschiedenen Lésungen in Beriihrung gebracht 
wurden, ziemlich unabhangig. Das erkennt man aus folgendem: Samt- 
liche untersuchten 21 Salze wurden in der angegebenen Reihenfolge 
an einem Apfel hintereinander angewendet und diese ganze Versuchs- 
reihe an fiinf verschiedenen Apfeln wiederholt. Die Reihenfolge der 
Salze wurde dabei entsprechend den Pfeilen in den Protokollen bald 
in der einen, bald in der anderen Richtung getroffen. Wiederum zeigen 
sich die individuellen Unterschiede der Apfel. Aber die Unterschiede 
der Potentialdifferenzen der verschiedenen Salze bei einem Apfel zeigen 
im groBen immer dasselbe Bild. Wenn man bedenkt, dal} diese 21 Ver- 
suche in sehr kurzen Abstinden hintereinander immer an einem Apfel 
ausgefiihrt wurden und daB das definitive Potential sicherlich noch 
nicht jedesmal eingestellt war, ist man wohl zu dem Schlusse berechtigt. 
daB die absoluten Werte der Potentiale bei verschiedenen Apfeln 
individuell sind, daB aber der Unterschied der Wirkung je zweier Salze 
bei einem Apfel ziemlich konstant ist. Daher kénnen wir ein Durch- 
schnittsbild der Wirkung erhalten, wenn wir fiir jedes Salz aus den 
Beobachtungen mit den fiinf Apfeln das Mittel nehmen. Die Mittel- 
werte ergeben deutlich die obengenannte Reihe. Fiir die Anionen 
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sind die Unterschiede so gering, daB wir nur sagen kénnen: zwischen 
Br, J, Sulfat, Carbonat, Cl, Nitrat, OH, Ferricyanid sind die Differenzen 


vom ersten bis zum letzten Glied der Reihe nur 3,8 Millivolt, was 
praktisch wohl innerhalb der Versuchsfehler 0 zu setzen ist. und 
nur Acetat, Ferrocyanid, Oxalat, Citrat, Rhodanid weichen etwas 


ab, im héchsten Falle bei Rhodanid um 9 Millivolt, gegeniiber dem 
Wert des Chlorids. Aus alledem ergibt sich, daB eine sichere Anionen- 
reihe nicht feststellbar ist. Die Unterschiede sind zu gering im Gegen- 
satz zu den Kationen, wo der Unterschied zwischen dem ersten und 
letzten Glied der Reihe (H und Al) 60 Millivolt betriigt. 




















Tabelle V. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
HCL RbCI KCI NaCl LiCl CaCl, | BaCl, | MgCl, AICI, 
> 70 24.5 35.8 43,7 46,2 53,7 50.2 615 63.6 
—» | — 29 18.3 24.0 30,2 30,2 42.7 417 52. 56,2 
— - 89 11,4 10.5 22.8 374 37.8 40,2 42.9 574 
ens 13.9 6,7 188 | 302 | 310 | 450 478 472 | 527 
—> 51 15,1 13,0 23,2 35,3 3L5 35,5 39.0 49.8 
Mittel 4.76 15,20 20,42 30,02 36.02 42.14; 43,08; 4858 55,94 
10 11 12 13 a > 16 17 18 
; aaa — - - , © K3-Ferris Ky-Ferror 
K Br KJ KSCN | KNO, K,CO;| K,SO, “Susu Say KOH 
— 23,2 21,0 31,2 20,7 18,6 18,0 17.3 19.5 10.3 
—> 13.9 16,7 25,8 16,1 14.2 13,0 13.6 16.5 95 
<— 12.5 17,5 32.5 25,7 29.3 32,0 34,6 42.6 36.8 
<— /_ 113 11,1 24.9 20,0 24.4 25,2 30,4 38,2 34,4 
—> 26,2 25.4 33,2 21.9 16.9 13,2 10,1 15,8 14.3 
Mittel 1742 | 1834 2952 | 2088 20,68 | 2028 21,20 | 2652 21,06 
19 20 21 
K -Acetat K. + Oxalat K, -Citrat 
— 14.0 16.5 16,2 
—» 12,9 15,4 15,4 
<— 40.7 45.0 46.0 
<— 37,8 418 43.2 
> 15,9 20,9 32,2 
Mittel 24.26 27,92 28,60 
Die nichste Versuchsreihe beschaftigt sich ausfiihrlicher mit 


HCl und NaOH, um noch einmal besonders festzustellen, ob H- oder 
OH-lIonen irgend eine exzeptionelle Wirkung ausiiben. Die Versuche 
bestanden darin, dab eine gegebene KCl-Lésung verglichen wurde mit 
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einer gleichen KCl-Lésung, welche eine sehr kleine Menge HCl ode: 
K OH enthielt. Bei Potentialbildungen, welche in exzeptioneller Weise 
nur oder fast nur von den H-lonen bewirkt werden, wie bei der Haber- 
schen Gaskette, miiBte der Zusatz von HCl oder KOH einen seh 
groben EinfluB haben. Ist aber die Wirkung der H-lonen von gleicher 
GréBenordnung wie die anderer Kationen, so kann der Unterschied 
nur klein sein. In der Tabelle VI ist eine Reihe von Versuchen folgender- 
maBen angeordnet : je ein Apfel wurde hintereinander mit den Lésungen 
a), b), ec), d) untersucht. Der Vergleich des Versuchs a) und d), die 
tiickkehr zu der Ausgangslésung zeigt, daB die Reversibilitat des 
Versuchs nicht vollkommen ist. In Anbetracht dessen muB man auch 
sagen, daB der Zusatz von Saure und Lauge keine sicher erkennbare 
Wirkung hat. Insbesondere ist der Ubergang von n/1000 HCI zur 
n 1000 KOH fast wirkungslos. Daraus erkennt man, dab den H- und 
OH-Ionen bei der Potentialbildung in keiner Weise eine exzeptionelle 
tolle zukommt. 
Tabelle VI. 








1. 
hf ee a 716 56,0 37,2 
b) n 20 KCI + n/1000 HC]... 618 45.6 30,3 
«)n20 KCI+n 1000 KOH, ., 68.1 50.7 34.5 
a) @ipe Mee a cis ws 605 47,8 28.4 
I. 
bk eee ee 55,1 37,6 18,1 
bh) n 10 KCI] +n 1000 HCI... 494 35.4 15.2 
e)n 10 KCl+n 1000 KOH, , 48,7 35,2 13,9 
ee Ss ee os a oe we 43,8 35.6 12.6 
IIL. 
Ps ee a ea 40.0 33.6 12.1 
b)n 10 KCI+n/100 HCI... 28,7 26.2 2.7 
ce) n lO KCl nlooO KOH .. 32.6 32,2 43 
dj) n 10 KCl rt a ee 30,0 29.4 53 
I HT Il IV 
Ok a ee 16,2 —_ Ss 36,8 18.8 
n/100 HCl +n/1l0 KCI..... 63 | — 30 35,8 24.3 
n/l00 HCil+n KCl ...... 9,3 8.4 30,7 23.8 
fa a ee 66,9 60,0 717 73.0 
nl HCl te vevcsts | ~is | —S | 188 3.6 
n/lO BOGl+n/lO BOG . wwe — 43 — 85 — 12,1 40) 
m/t@ Beta m BC. ew tw it ee 11,8 10,2 24.4 17.8 
SI 6 bce ko Sou ee Se 19,3 4,7 28,7 11! 


Die naichsten Versuche sollen feststellen, inwieweit ausgesprochene 
Zellgifte die Potentialdifferenz beeinflussen. Die Tabelle VII zeigt 
Versuche mit einem Apfel, welcher 12 Stunden in Formollésung 
verschiedener Konzentration gestanden hatte. Einige herausgegriffen 
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Tabelle VII. 


NaCl 





KCI CaCl, 


Potentialdiff. Differenz Potentialdiff. Differenz Potentialdiff. Differenz 


Versuche m. Apfel, d. in Formol (100 f. Verd.) iiber Nacht eingetaucht wurde. 





n lo 10.0 og 16,0 39 30 9 
n 50 38.0 345 48.0 35 39 on 
n 250 74.0 ro 85.0 34 i4 39 
n 1250 110.0 35 119.0 365 8 39 
n 250 75,0 31 83,0 36 (4 23 
n 50 44.0 40 47.0 34 41 19 
n 10 4.0 13,0 ’ 22 F 
In Formol (10 fache Verdiinnung) iiber Nacht eingetaucht. 
n lo == 2 ° 0 n 9 . 
150 29 -~ 29 = 17 - 
n 250 Mb 34 64 31 44 +4 
n 1250 89 31 95.5 oa's 66 31 
n 250 58 an 65 = 45 18.5 
n 50 23 - 30 31 26,5 ry 
n 10 —6 - —} . 12 - 
K,SO, HCl 

n 10 — 160 27 — 36 : 45 - = 
n 5O 1} on — 315 = 

ns 36 19.5 —- 
n 250 47 37 — 12.0 32 
n 1250 4 10 20,0 o- x 
n 250 44 4 20 os 
n 50 16 31 — 25,0 10 = 
n lo —15 : — 35,0 — 

In Sublimat 1; 1000 tiber Nacht getaucht. 

KCI CaCl, K,SO, 
nl 34 a 53 : 27 ‘ 
n 50 59 Po 60 23 55 z 
n 250 so 37 83 16 87 30 
n 1250 126 30 99 2] 117 209 

ha = 3 . 2 2s 
ajee os 30 13 pad 29 
novo vi 20 bo 13 59 ‘~ 
n 10 27 ‘ 52 : 25 “ 

HCl KOH 
n 10 1 . 26 _ — 

- 2 . e ( = 
n 50 13 = 62 - tnt 
n 250 42 35 96 3] — zi 
n 1250 77 98 127 39 _ : 
n 250 41 pars 95 35 — 
nO 19 16 60 36 . ¥ 
n 10 3 : 24 wa —- = 

In Ather iiber Nacht eingetauchter Apfel (britunlich verfarbt). 

KCl CaCl, K.SO, 

n lo — 9 4 1s 75 —17 39 
n 50 15 pain 22.5 ” 15 Ps 
- - 32 om 0.0 ; 

n 250 47 : 32'5 10,0 49 - 

on ” 49 : 28,5 32 
n 1250 87 415 61 215 bad | 33 
n 250 45.5 815 39.5 17 = 48 333 
n 50 14 245 21,8 6's 15 39 
n/10 —W5 oe 15 ~ | 17 a 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 





n 10 
n 50 
n/250 
n/1250 
n/250 
n/50 
n lO 


n 10 
n/50 
n/250 
n/1250 
n/250 
n/50 
n/l0 


n/l0 
nO 
n/250 
n/1250 
n/250 
n/50 
n/10 


n/10 
n/50 
n/250 
n/1250 
ad n/250 
n/50 
n/10 


ny; 10 
n/50 
n/250 
n/1250 
n/250 
n/50 
n/lO 


n/10 

° n 50 
n/250 
n/1250 
n/250 
n5O 
n/10 





— 4] 
— 32 
— 9 

27 
as» © 
— 29 


— 40 


In 


~— § 
30 
62 
OS 
63 
30 


— 35 
—= 33 
— 17 

1! 
— 11] 
— 29 


— 35 


20 
25 
63 
90 
60 
28 
16 


HCl 


Potentialdiff. 


KO 
KCl 


HCl 


KCl 


HCl 


Differenz 


9 
23 
36 
33 
23 
21 


33 
32 
36 
35 
33 
315 


» 


16 
28 
22 
18 

6 


18 
35 
39 
39 
38 
28 


5 
38 
27 
30 
32 
12 


In HCl (n/10) iiber Nacht eingetauchter Apfel. 


In Alkohol (70 proz.) tiber Nacht eingetaucht. 


87 
117 
140 
167 
137 
100 


KCl 


KOH 
Potentialdiff. Differenz Potentialdift 
—_ th 
-| 2 
54 30 
s4 3] 
53 35 
18 os 
— 90 38 
H (n/10) iiber Nacht eingetaucht. 
CaCl, K,S0O, 
8.0 , 10 
' 9 
27 a8 ' 34 
49.5 235 67 
3 | 3s | 
on 19 an 
= 20 os 
8 10 
KOH 
si = 23 
64 ~ 
97 33 5 
63.5 345 
29 = 
= 8 oo) 
CaCl, K,SO, 
70 47 
14 ~ 
oe 18 = 
102 8 113 
110 7 153 
9 + 115 
82.5 12°5 82 
70 = 49 
KOH 
a 
- 0 
115 3 
152 39 
113 ee 
72 al 
29.5 $2,5 
CaCl, K,SO, 
86 s 58 
a9 a ow 
119 23 125 
» on 5 ) 
142 23 1K 
119 4 110 
a5 16 rh) 
79 , 44 


te to oe 


- 


waetyw sb 


Ditferenz 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 





HCl KOH 


Potentialdiff. Differenz Potentialdiff. Differenz Potentialdiff Differenz 


n/l0 17 9 40 38 — ees 
n 50 26 24 78 333 - =% 
n 250 50 39 111 30 -- = 
n 1250 82 29 150 39 — : 
n/250 53 24 111 39 ; 
n 50 29 4 72 30 - Ph 
n/L0 15 35 _ _ 
Gekochter Apfel. 
KCI CaCl, K,SO, 

n/10 — 95 " l4 . —13 - 

= a 20 6 7 
n 50 105 e 20 4 

ie 20 - ) 
n 250 31 —_ 30 22 “ 
n 1250 53 os 42 os 39 - 

“ 25 13 19 
n 250 28 4 29 + 20 16 
n 50 8 11 Is 3 4 16 
n/1lo —3 15 . — 12 

HCl 

n 10 — 35 12 - _— 
n 50 — 23 > — a — a 

~ ~ 8 ~ — 
n, 250 — 5 - _ 
n/1250 16 + a : — = 
n 250 — 2 - — = — a 
n 50 —19 il = £3 — as 
n 10 — 30 ome on 


Versuche iiber den Konzentrationseffekt mit einigen Salzen zeigen, dab dic 
Behandlung mit Formol ganz ohne EinfluB ist. Dasselbe ergibt sich 
bei vorheriger Behandlung mit Sublimat, nach 24stiindiger Eintauchung 
in Ather, n/IO KOH, n/10 HCl und, etwas unvollkommener, nach 
Behandlung mit 70 proz. Alkohol. Die Wirkungslosigkeit dieser starken 
Lingriffe zeigt, dab die wirksame Membran keine protoplasmaahnliche 
Struktur haben kann. Diese Versuche sprechen durchaus dafiir, 
daB die homogene lipoidartige, zellfreie AuBenschicht des Apfels 
die Bedingungen fiir die Entstehung der Potentialdifferenzen abgibt. 
Selbst in einem Versuch, bei welchen der Apfel gekocht wurde, zeigt 
sich der Effekt nur vermindert, aber nicht vernichtet. 

In der folgenden Tabelle VIII sind einige ahnliche Versuche mit 
der Melone (Cucumis Melo L.) in nunmehr leicht verstandlicher Weise 
notiert. Wie man sieht, sind die Resultate bei weitem nicht so regel- 
maBig und erreichen die Potentialdifferenzen in der Regel nicht die 
hohen Werte wie beim Apfel. Obwohl die Versuche im groBen und 
ganzen dasselbe erkennen lassen, sind doch die Resultate viel unregel- 
maBiger. Es mag sein, daB dieses auf einer gréBeren Verletzlichkeit 
der Membranen beruht. Jedenfalls ist der Apfel bei weitem vorzuziehen. 
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Tabelle VIII. 





KCl CaCl, MgCl. 


Potentialdiff. Differenz Potentialdiff. Differenz Potentialdiff. Differenz 


n 10 8 142 155 


» . 
n 50 106 - 130 ‘ 149 ° 
n 250 124 16 133 17 147 3 
n 1250 140 24 150 19 161 21 
n 250 116 25 131 15 140 1b 
n/50 91 ll 116 wath 125 . 
n 10 80 124 . 27 sic 

AICI, K Br K,CO 

n 10 108 a 91 > 49 39 
n 50 86 —_19 13 17 81 po 
n 250 67 13 110 15 108 24 
n 1250 80 17 125 2» 132 33 
n 250 63 4 105 po a) 30 
n/50 59 — 80 on 69 26 
n 10 75 60 . 33 , 


Zusammenfassung. 

Die Potentialdifferenz der Apfelschale gegen eine wasserige Elek- 
trolytlésung ist bei verschiedenen Apfeln individuell verschieden, 
hangt aber bei demselben Apfel von der Art und der Konzentration 
der gelésten Elektrolyte ab. Variiert man nur die Konzentration, so 
erhalt man einen Konzentrationseffekt, welcher bei einwertigen Kationen 
am gréBten und bei mehrwertigen Kationen kleiner ist, wahrend die 
Wertigkeit des Anions belanglos ist. Variiert man bei gleicher Kon- 
zentration die Kationen, so erhalt man eine deutlich ausgesprochene 
Kationenreihe mit H* bis Al”*~ als Anfangs- und Endglied. Bei der 
Variation der Anionen sind die Unterschiede sehr gering, eine sichere 
teihe kann nicht aufgestellt werden. Die H-lonen unterscheiden sich 
in keiner Weise auffillig von anderen einwertigen Kationen. Diese 
Eigenschaft der Apfelschale wird selbst durch Vorbehandlung mit 
Ather, Formaldehyd, Sublimat nicht beeinfluBt, und selbst durch 
Kochen nur vermindert. 








Untersuchungen iiber elektrische Erscheinungen 
und lonendurchlissigkeit von Membranen., 


Il. Mitteilung: 


Die Permeabilitit der Apfelschale. 


Von 
Leonor Michaelis und Akiji Fujita. 


(Aus dem biochemischen Institut der aichi-medizinischen Universitat zu 
Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 8, Januar 1925.) 


Aus den von J. Loeb und Beutner') begonnenen und von Beutner*) im 
groben Umfang fortgesetzten Arbeiten geht hervor, dab an der Grenze 
der Apfelschale gegen eine Elektrolytlésung eine elektrische Potential- 
differenz sich einstellt, welche bei einem gegebenen Elektrolyten in 
gesetzmaBiger Weise von der Konzentration der Lésung abhangig ist 
und fiir mehrwertige Kationen kleiner als fiir einwertige ist, wahrend 
das Anion belanglos ist. In der ersten Mitteilung iiber diesen Gegen- 
stand bemerkten Loeb und Beutner, daB diese Tatsache wohl in dem 
Sinne gedeutet werden kann, daB die Schale fiir Kationen durchgangig 
und fiir Anionen undurchgangig sei. Beutner gab aber statt dessen 
lieber eine andere Deutung, welche in der Monographie von Beutner 
ausfiihrlich erértert wird, und das Potential wird als ein thermo- 
dynamisch zu erklirendes Verteilungspotential zwischen Phasen be- 
trachtet. Die Bedingung fiir die Entstehung desselben ist, daB die 
Apfelschale aus einer élartigen Substanz besteht, welche eine in Wasser 
unlésliche organische Saiure enthalt. Hierdurch wird bewirkt, daB in 
Beriihrung mit einer wisserigen Elektrolytlésung die Konzentration des 
Kations dieses Elektrolyten innerhalb der Apfelschale beinahe unabhangig 
von der Konzentration dieses Kations in Wasser ist. Aus dieser An- 
nahme kann man die Potentialdifferenzen thermodynamisch herleiten. 
Nehmen wir vorliufig die Theorie von Beutner als richtig an, so 


') J. Loeb und Beutner, diese Zeitschr. 41, 1, 1912. 
2) Beutner, Die Entstehung elektrischer Stréme in lebenden Geweben. 
Stuttgart 1920, 
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glauben wir doch nicht, daB sie einen Gegensatz darstellt zu der 
Semipermeabilitatstheorie. Vergegenwartigen wir uns, wie die 
Permeabilitat der einzelnen lonen sich gestalten miiBte, wenn die 

Beutnersche Annahme zu Recht besteht. 

1. ul 11. 
é K Fettsiure _— : 
KC] Wasser 
Cl = 

In dem vorstehenden Schema ist I eine wasserige K Cl-Lésung, 
[If ist reines Wasser, II stellt das saure Ol dar. Bei Beriihrung mit 
der KCIl-Lésung verteilt sich das KCl zuniachst zwischen I und II, 
und es tritt eine sehr kleine Menge KCI in das Ol ein, entsprechend 
seiner sehr geringen Olléslichkeit. Im Ole werden die Kaliumionen von 
den lonen der Fettsiure in Beschlag genommen. Im Ole ist eine Fett- 
siiure nicht oder nicht wesentlich schwacher als HCl, und daher bildet 
sich fettsaures Kalium. Das Gleichgewicht des Kaliums wird daher 
verschoben und es stellt sich derart ein, daB ungefahr das Kalium im 
Ole in einer der Fettsiure aquivalenten Menge vorhanden ist, wahrend 
die Cl-Ionen nur in Spuren vorhanden sind. Fir die Ausbildung der 
Potentialdifferenzen geniigt es, wenn dieser Zustand nur in einer sehr 
diinnen Schicht des Oles unmittelbar an der Grenze gegen die wiisserige 
K Cl-Lésung hergestellt ist. Wenn man aber die Phasen lange genug 
in Berithrung laBt, so daB die Ionen sich gemaB diesem Prinzip durch 
die ganze Schicht des Oles hindurch einstellen, so hat das eine ver- 
schiedene Permeabilitat der Ionen aus dem Ole in die Phase III zur 
7 Folge. Diese dritte Phase wollen wir uns zuniachst als reines Wasser 
vorstellen. Da die Cl-Ionen im Ole nur in auBerst geringer Konzentration 
vorhanden sind, ist auch der Diffusionsdruck der Cl-Ionen aus dem * 
Ole in die Phase ITI nur auBerst klein. Die K-lonen dagegen befinden 
sich im Ole in héherer Konzentration, und daher ist auch ihr Diffusions- 
druck gegen das Wasser III gréBer. Das hat zur Folge, daB die K-lonen 
mit gréBerem Druck in das Wasser zu diffundieren streben als die 
Cl-Tonen. Dies allein geniigt jedoch nicht, um den K-lonen wirklich 
eine meBbare schnellere Diffusion zu gestatten als den Cl-lonen, wegen 
der dabei auftretenden elektrostatischen Krifte. Wenn dagegen in 
dem Wasser III irgend ein anderer Elektrolyt vorhanden ist, so kann 
dessen Kation gegen das K-Ion ausgetauscht werden und es mul} 


wirklich eine Diffusion eintreten. Dagegen ist zu erwarten, daB ein 
Austausch der Anionen nicht oder jedenfalls sehr viel langsamer eintritt. 
- Die Theorie von Beutner ist somit kein Widerspruch zu der An- 


nahme, daB die Potentialdifferenz auf einer isolierten Permeabilitat 
fiir die Kationen entsteht, sondern sie erklart nur den Mechanisnius 
dieser Semipermeabilitat. Wir kénnen somit an der von Wi. Ostwald be- 
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griindeten Anschauung festhalten, daB das Membranpotential auf 
einer beschrankten lonenpermeabilitat beruht, und diese Erklarung 
wiirde sogar giiltig bleiben, auch wenn sich herausstellen sollte, dat} 
die Beutnersche Erklirung des Mechanismus desselben modifiziert 
werden mite. 

Aber es ist notwendig, den experimentellen Beweis fiir diese Per- 
meabilitat fiir Kationen und Impermeabilitat fiir Anionen zu erbringen. 
Ahnliche Versuche iiber beschriankte Permeabilitat sind im groben 
MaBstab schon gemacht worden, und zwar meist an roten Blutkérperchen. 
Die Verhaltnisse liegen hier offenbar sehr kompliziert. Zweifellos besteht 
hier eine verschiedene Permeabilitat fiir einzelne Lonenarten. So hat 
Giirber gezeigt, daB die roten Blutkérperchen fiir Kalium und Natrium 
impermeabel sind. Aber die Kompliziertheit dieser Verhialtnisse er- 
scheint nach den neuesten Arbeiten nur noch gréBer'). Unter diesen 
Umstanden erscheint uns die Apfelschale als ein viel einfacheres Objekt. 
an welchem die Frage der lonensemipermeabilitat viel leichter studiert 
werden kann. Wir werden in dieser Arbeit zeigen, daB man die Apfel- 
schale nicht nur auf Grund der Erscheinung der elektrischen Potential- 
differenz, sondern auf Grund direkter Diffusionsversuche als eine 
Substanz auffassen kann, welche fiir beliebige Kationen permeabel und 
fiir beliebige Anionen impermeabel ist. 

Zur Orientierung tiber die Permeabilitat der Apfelschale fiir ge- 
léste Substanzen iiberhaupt machten wir einen Vorversuch mit Aceton- 
lésungen. Ein Apfel wurde in einem Becherglas in eine sehr verdiinnte 
Acetonlésung versenkt. Das Volumen desselben war ungefahr gleich 
dem Volumen des Apfels. Das ganze GefiB wurde in einem luftdicht 
verschlossenen ExsikkatorgefiB aufbewahrt, in welchem sich als 
Kontrolle ein zweites Becherglas mit der gleichen Acetonlésung ohne 
den Apfel befand. In bestimmten Intervallen wurden den beiden 
Acetonlésungen Proben zur Analyse entnommen. Es zeigte sich, dal 
auch nach 9 Tagen die Konzentration der Acetonlésung nicht ab- 
genommen hatte. Genauer gesagt, war die auBerordentlich gering- 
fiigige Abnahme nicht gréBer als in dem Versuch ohne Apfel (Tabelle I). 


Tabelle I. 


mg Aceton in je 5ccem. 





Ibe Acetonlé 


2 th, A et 1A . b- . 
. be . im Exsikkatorraum 
im Exsikketorraum einen Apfel von etwa 








Zeit der Analyse || Acetonlésung, in einem 


in Tagen nach der _ verschlossenen Kolben im offenen Geld 
A “ gleichem Volumen 
nsetzung aufbewahrt sufbewahrt pm ee 
4 7.85 755 7,54 
7 7.94 7,18 7,21 
9 7,78 7.06 6.95 


') Vgl. R. Ege, diese Zeitschr. 130, 116, 1922. 
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In Anbetracht dieser praktisch vollkommenen Undurchlassigkeit 
fiir Aceton muf es sehr auffallig erscheinen, daB unter richtigen Ver- 
suchsbedingungen eine Permeabilitét fiir Kationen tiberhaupt nach- 
weisbar war (aber nicht mit Sicherheit fiir Anionen). Diese Versuche 
wurden folgendermaBen ausgefiihrt. 

Die erste Versuchsreihe bestand darin, daB ein Apfel unter ahn- 
lichen Bedingungen wie in dem beschriebenen Versuch in destilliertes 
Wasser versenkt wurde. In mehrtagigen Intervallen wurde untersucht, 
ob irgend eins der in dem Apfelsaft vorhandenen Ionen in dem de- 
stillierten Wasser nachweisbar war. Das fiir die Analyse bequemste 
lon ist das K-Ion, welches nach unserer Analyse in dem PreBsaft des 
Apfels in der Konzentration 0,466 mg K in 0,5 cem (m_/42) enthalten ist. 
Die Analyse wurde mit der Mikromethode nach B. Kramer und 
F. F. Tisdall') ausgefiihrt. 10 Tage lang konnte in dem destillierten 
Wasser nicht die geringste Spur K* gefunden werden. Am 12. Tage 
fand sich eine nicht analysierbare Spur Kalium, welche sich bis zum 
18. Tage nur bis auf 0,0046 mg Kalium in 5cem Wasser vermehrte, 
eine Menge, die zwar einen fiir das Auge (nach dem Zentrifugieren) 
erkennbaren gelblichen Niederschlag mit dem Natrium-Kobalt-Nitrit- 
reagenz entstehen lieB, deren Mengenangabe jedoch selbst fiir diese 
empfindlichste Mikromethode nur als Schatzung betrachtet werden 
kann (Tabelle II A). 


Ganz ahnlich in den anderen Versuchen, z. B. in Tabelle IIB und C, 
wo nach 11 Tagen noch nicht die geringste Spur K nachgewiesen 
werden konnte. 


Wir finden also, daB bei der Diffusion gegen destilliertes Wasser 
praktisch eine Diffusion eines K-Salzes aus dem Apfel heraus nicht 
stattfindet. Ganz anders gestalten sich die Versuche, wenn wir 
den Apfel in eine Salzlésung versenken, welche aber kein K enthalt. 
Soleche Versuche wurden mit Lésungen von NaCl und Na-Acetat 
ausgefiihrt. Beispielsweise zeigt der Versuch (Tabelle ITA) mit 
Na-Acetat am 4. Tage des Versuchs eine Spur Kalium, welche all- 
mahlich ansteigt und am 18. Tage fiir das bloBe Auge einen sehr 
deutlichen Kobaltniederschlag gab und bei der Mikroanalyse einen 
Gehalt von 0,06 mg K in 5cem Lésung ergab. Dieser Befund wurde 
in allen Versuchen mit NaCl oder Na-Acetat bestitigt. Trotz der 
Langsamkeit der Diffusion ist der Ubertritt des Kaliums zweifellos 
fortschreitend mit der Zeit nachweisbar, im Gegensatz zu den Versuchen 
mit destilliertem Wasser. 


1) B. Kramer und F. F. Tisdall, The Journ. of biol. Chem. 46, Nr. 2. 
1921; 48, Nr. 1, 1921. 
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138.8540 


123,050 


132.450) 


220, 96005 


TSS. 


TYAS STSY 


19 tagigem Eintauchen {| 








Elektrische Erscheinungen u. Ionendurchlassigkeit von Membranen. Il. 33 





Tabelle 11 C. 
n/10 NaCl n/10 Na-Acetat Aqua dest. 
Zeitdauer ci’ K° i 
des Eintauchens 5 com Lésun rats i} 
in Tagen quunedenth | Katageptett i] Cl’ K’ cl’ K’ 
com n/10 Ag NOs | ay’ oo l 
(mg in 5 com) mg) 
l 
2 5,00 (17,73) — — _ — 
3 0,0071 
4 5,10 (18,08) Spur — = aes 
5 0,0298 | 
6 ] 
7 5,20 (18,44) 0.0195 = 0,0646 _ — 
8 
9 0.0419 — om —_ 
10 
1! 5,30 (18,79) | 0.0496 —_ o— ome 


Der direkte Versuch iiber die Permeabilitét fiir Anionen gestaltet 
sich etwas schwieriger. Eigentlich ist der Beweis fiir die Impermeabilitat 
fiir Anionen schon gegeben, denn sonst ware der Unterschied in der 
Permeabilitat des Kaliums bei der Diffusion gegen reines Wasser und 
gegen eine Na-Salzlésung unverstandlich. Immerhin versuchten wir 
diesen Beweis direkt zu fiihren. Die technischen Schwierigkeiten sind 
hier viel gréBer als bei den Kationen. Der Apfelsaft enthalt, wie es 
scheint, keine Anionenart in gréBerer Konzentration, welche einer 
leichten Mikroanalyse zuganglich ist. So ist z. B. Chlor nur in Spuren 
im Apfelsaft vorhanden, und die Anionen der organischen Sauren des 
Apfels sind fiir eine Mikroanalyse nicht gerade geeignet. Wir wahlen 
deshalb den umgekehrten Weg und versuchten zu priifen, ob ein in 
Wasser geléstes Anion, welches im Apfelsaft nicht vorkommt, bei der 
Diffusion allmahlich in den Apfel hinein verschwindet. Solche Ver- 
suche wurden mit NaJO, und KJO, angestellt. Versuche mit ver- 
hiltnismaBig hohen Konzentrationen an KJO, (n/100) konnten uns 
zunachst nur iiber die VerlaBlichkeit der Methode Auskunft geben 
(Tabelle III A). Die Versuche mit K hatten uns ja gelehrt, daB nur sehr 
kleine Mengen selbst nach zwei Wochen diffundieren. Der Versuch 
mit n/l00 K JO, muBte also praktisch Gleichheit der Jodatkonzentra- 
tion auch nach langer Diffusionszeit ergeben. Dies hat sich in dem 
Versuch Tabelle II] A bestatigt, auch nach 13 tagiger Diffusion ist 
die Konzentration des Jodats noch unverindert. Die wichtigeren 
Versuche sind die mit noch verdiinnterer Jodatlésung (0,001 n und 
0,0002 n). (Tabelle III B, C, D). 

In diesen Versuchen hatte man den Verlust von K-Jodat sicher 
feststellen kénnen, wenn ebensoviel Jodationen in den Apfel hinein- 
diffundiert waren, wie in den Versuchen von K-lonen aus dem Apfel 


Biochemische Zeitschrift Band 158. 3 
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Tabelle III. 








A B 
n/100 KJO, n/1000 KJO, 
eingetaucht mit — obne — mit Apfel ohne 
I I Apfel if Apfel 
Volumen d. Apfels 182 ccm 182 com 174 com 170 com 
Gewicht d. Aptels — ‘ 142.1954 g 151,0460 g 
pan do 160 ccm 160 com 170 ccm 170 com 
Zeit der Analyse in JOs;'. JO;' 
Tagen nach der ccm n/20 Thiosulfat com n/200 Thiosulfat 
Ansetzung (mg JO,’ in 5ccm) (mg JO;' im 5ccm) 
l 6,00 6,00 6,00 6,00 
(8,75) (0,875) (0,875) (0,875) 
9 
3 6,04 6,00 6,05 6.10 6.00 
(8,80) (8,75) (0,882) (0,889) (0,875) 
4 
5 6,05 6,10 6,05 6,10 6,00 
(8,82) (8,89) (0,882) (0.889) (0,875) 
6 
7 6,10 6,06 6,05 6,15 6,00 
(8,89) (8,83) (0,882) (0,896) (0,875) 
8 
9 6,10 6,05 6,05 6,15 6,00 
(8,89) (8,82) (0,882) (0.896) (0,875) 
10 
ll 6,10 6,05 
(8,89) (8,82) 
12 6,10 6.05 6,00 
(0,889) (0.882) (0,875) 
13 6.05 6.05 
(8,82) (8,82) 
14 
15 6,20 6,10 6,10 5.75 6,00 
(9,05) (8,89) (0,889) (0,838) |(0,875) 
Schimmel Schimme Verfarbung Verfarbung d. 
der Schale gréBSten Teiles 
der Schale , 
16 
17 
18 6,10 6,00 6,10 5,10 6,00 
(8,89) (8,75) (0,889) (0,744) (0,875) 
reichlicher reichlicher Vertirbung  Verfarbung 
Schi 1 Schi l fast ebenso etwas 
ad y war i ae __vermehrt 
Gewicht d.Aptels| 145.3470 © 141,5679 144.7176 | 155,7318 


nach Eintauchen | 


herausdiffundiert waren. 


der Jodationen. 


Der Versuch ergab aber keine Abnahme 


Es ist somi*t der experimentelle Beweis erbracht, daf aus dem 
Apfel gegen reines Wasser kein Kalium diffundiert. Da nun das Kalium 
das iiberwiegende Kation des Apfelsaftes ist, ist der SchluB gerecht- 
fertigt, daB aus dem Apfel gegen reines Wasser iiberhaupt kein Elek- 
trolyt innerhalb 2 Wochen herausdiffundiert. Andererseits ist experi- 
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Tabelle ITI. 
Cc D 
Etwa 0,001 n NaJO, Etwa 0,0002n KJ O, 
ae eee mit Rotel as amen | mit — Rprat 
Volumen d. Apfeis 168 ccm 187 com 
Gewicht d. Apfels 133,1211 g 141,7173 g ie 
somes tay) | am | 10cm 
Zeit der Analyse JO,’ JO,’ 
in Tagen nach der com n/200 Phiosulfat com n/200 thiosulfat 
Ansetzung (mg in 5 ccm) (mg in 10 ccm) 
l 5,80 5,80 5,80 
(0,845) (0,845) (0,845) 
2 
5,80 5,80 5,75 
(0,845) (0,845) (0,838) 
+ 
5 5,90 5,80 5,75 2,455 2445 | 2,450 
(0,860) (0,845) (0,838) (0,358) (0,357) (0,357) 
6 } 
7 2,540 2.445 | 2,445 
(0.370) (0,357) (0,357) 
8 5,90 5,85 5,75 
(0,860) (0,853) (0,838) 
9 
10 2,535 2,435 2,440 
(0,370) (0,355) |(0,356) 
ll 5,95 5,85 5,75 
(0,867) (0.853) (0,838) | 
12 2.540 2510 | 2,450 
(0,370) (0,366) (0,357) 
13 | 
14 - 590 5,80 5,75 2.540 2,495 2,450 
(0,860) (0.845) (0,838) (0370) (0,363) (0,357) 
15 
16 5,92 5,95 5,80 
(0,862) (0,868) (0,845) 
17 
18 5,90 5,90 
. ; (0,860) (0,860) 
Gewicht d.Apfels | 137.6092 | 145,810 104,409 —-112,840 


nach Eintauchen | 


mentell der Beweis erbracht, daB Kaliumionen aus dem Apfel heraus- 
diffundieren, wenn sie gegen ein anderes Kation, Natrium, ausgetauscht 
werden kénnen. Ferner konnte gezeigt werden, dab ein Hineindiffun- 
dieren eines fremden Anions in den Apfel jedenfalls nicht analytisch 
nachgewiesen werden kann. 

Wir haben somit eine Membran, welche fiir K-lonen durchiissig 
und fiir Jodationen undurchlissig ist. Daraus folgt, daB bei der Be- 
rihrung von K J O,-Lésung mit der Apfelschale eine elektrische Potential- 
differenz entstehen muB, welche von der Konzentration des KJO, 
abhingt. Nun zeigt aber der Versuch, dab eine Potentialdifferenz 


3° 
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von gleicher GréBe und Art nicht nur durch KJO,, sondern auch 
durch andere Salze entsteht. Das K JO, zeigt bei der Potentialbildung 
keine Ausnahmestellung. Wir diirfen daraus schlieBen, daB die aus 
technischen Griinden auf das K-lon beschrankten Versuche auch fiir 
andere Kationen zutreffen, und daB die Versuche mit Jodationen auch 
fiir andere Anionen giiltig sind. 

Es wird auffallig erscheinen, dai’ man selbst in den giinstigsten 
Fillen viele Tage braucht, um die Diffusion eines lons nachzuweisen, 
wiahrend die Potentialdifferenz der Apfelschale bei der Beriithrung mit 
einer Salzlésung sich in wenigen Minuten ziemlich konstant einstellt. 
Man kénnte meinen, daB die zeitliche Differenz darauf hinweist, dab 
die beiden Erscheinungen nicht miteinander zusammenhangen. Diese 
Ansicht ware aber nicht berechtigt, denn fiir die Einstellung des 
Potentials geniigt es, daB z. B. einige K-lonen bis zu einer Tiefe von 
einigen Atomdurchmessern in den Apfel eindringen, wahrend fiir 
einen Diffusionsversuch die Durchwanderung durch die ganze Dicke 
der Schale erforderlich ist. Da selbst bei giinstigsten Bedingungen 
die tiberhaupt erreichbare Konzentration des Kaliums in der wachs- 
artigen Apfelschale nur minimal sein kann, kann auch der Diffusions- 
druck gegen die AuBenlésung immer nur minimal sein. Die Kleinheit 
des Diffusionsdrucks bewirkt, daB die Diffusionsversuche sehr lange 
Zeit ausgedehnt werden miissen, aber sie hat keinen groben Einflub 
auf die Schnelligkeit, mit der sich das Potential einstellt. 

Auf Grund der Potentialmessungen schien uns die Annahme 
notwendig, daB die Apfelschale fiir beliebige Kationen permeabel, fiir 
beliebige Anionen impermeabel sei. Wir betrachten es als den wesent- 
lichen Inhalt dieser Arbeit, diese Behauptung wenigstens fiir ein ge- 
eignetes Kation und ein geeignetes Anion im direkten Diffusions- 
versuch experimentell nachgewiesen zu haben. Besonders lehrreich 
ist die Langsamkeit der Diffusion selbst bei dem als diffusibles Ion zu 
betrachtenden K. Die Dicke des Diffusionsweges ist zwar viel gréBer 
als bei der sehr feinen Membran eines Blutkérperchens. Aber immerhin 
betragt die Dicke der wachsartigen Membran des Apfels nur einen 
kleinen Bruchteil eines Millimeters, wie man sich durch das Mikroskop 
leicht iiberzeugen kann, und doch haben wir in diesem wachsartigen 
Uberzug die wirksame Membran zu erblicken, denn kiinstliche, aus 
einem Ligroinextrakt der Apfelschale hergestellte Membranen sind 
elektrometrisch ahnlich, wenn auch nicht ganz so stark wirksam wie 
die natiirliche Apfelschale, was wir in dieser Mitteilung nur vorlaufig er- 
‘wihnen' wollen. Jedenfalls sehen wir aus diesen Versuchen, da® kurz- 
dauernde Diffusionszeiten von etwa einem Tage uns zu falschen Vor- 
stellungen fiihren wiirden, und bei Blutkérperchen sind ja die langeren 
Diffusionszeiten kaum anwendbar. Zur Erforschung der prinzipiellen 
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Verhaltnisse miissen so resistente Membranen wie die Apfelschale 
zunachst bevorzugt werden. Solche Versuche diirften bei kritischer 
Verwertung auch einen EinfluB gewinnen auf die offenbar viel kom- 
plizierteren Verhaltnisse an den zarteren Zellmembranen. 


Zusammenfassung. 

Wenn man einen Apfel mit intakter Schale in reines Wasser legt, 
so 1l4Bt sich auch nach 2 Wochen ein Austritt von K aus dem Apfel 
durch seine Membran hindurch in das Wasser nicht nachweisen. Labt 
man aber den Apfel in der Lésung eines Na-Salzes, so wird langsam 
aber deutlich das Na durch K ausgetauscht. Der Durchtritt eines 
Anions durch die Apfelschale la8t sich bisher iiberhaupt nicht nach- 
weisen. Die Apfelschale kann daher als eine fiir Kationen permeable, 
fiir Anionen impermeable Membran aufgefaBt werden. 








Uber das Wesen der Autolyse. 


III. Mitteilung: 


Zur Charakteristik des autolytischen Prozesses im Leberbrei. 


Von 


0. Steppuhn und Xenia Utkin-Ljubowzow. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen Chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 11. Februar 1925.) 


In unserer vorigen Mitteilung') auBerten wir bereits die Meinung, 
daB ein erst bei ausgesprochen saurer Reaktion des Mediums arbeitendes 
proteolytisches Ferment der Organe fiir den EiweiBhaushalt der normalen 
Zelle kaum von Bedeutung sein dirfte. Dieses schlieBt aber gar nicht 
die Méglichkeit aus, daB es Zustande geben kann, die zu einer richtigen 
invivo-Autolyse fiihren — damit ware der Ubergang zum Tode der 
Zelle gegeben, wo durch ziigellosen Kohlehydrat- und Fettzerfall und 
andere Prozesse mehr eine derartige Sauerung erreicht ware, daB eine 
Pepsinase optimal walten kénnte —, gerade dann wiirde ja auch ein 
Wegraumen der sich ansammelnden Spaltprodukte durch Schadigung 
der Zellgrenzschicht und freie Filtration oder Diffusion eintreten miissen 
Damit soll nur ganz kurz angedeutet werden, daB der Sinn einer Pepsi- 
nase der Zelle mit einem physiologisch undenkbaren Optimum (nahe 
an Pq = 3) in Krankheit und hauptsichlich im Tode der Zelle zu suchen 
ist. Es ist eben sinnreich und verstandlich. daB eine Zelle zu Lebzeiten 
in sich selbst Vorrichtungen tragt, um nach ihrem Tode ihre Substanz 
auf alle Fille verwendungsfahig zu machen. EiweiBspaltende Bakterien 
als Vermittler sind zufillige Herkémmlinge. 

Diese iibrigens noch ganz unbewiesene Anschauung setzt aber 
die Existenz anderer proteolytischer Fermente in Organzellen voraus, 
die ihre giinstigen Arbeitsbedingungen bei der beinahe neutralen Zell- 
reaktion besitzt. Es sind ja auch tatsachlich solche Fermente — Tryp- 
tasen und Peptasen — von vielen Forschern (Hedin, Dernby, Abder- 


') O. Steppuhn und L. Utkin-Ljubowzow, diese Zeitschr. 150, 165, 1924. 
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halden u. a.) angenommen werden. Die Versuche von Rona und Mislo- 
witzer!), die nur eine Pepsinase im Leberbreiautolysat aufgefunden 
haben, sprechen dagegen. Nun wiesen wir bereits darauf hin (I. c.), 
daB das Autolysat in den Versuchen genannter Forscher, Blut, also 
sicher auch Tryptasen, andererseits aber auch Antitrypsin enthielt. 
Es ist bekannt*), daB Serum auch die Organproteolyse hemmt, es 
ist auch festgestellt worden, dab OrganpreBsafte antitryptische Eigen- 
schaften besitzen*). Es ist selbstverstandlich, daB in einem so un- 
entwirrbaren Gemisch, wie ein bluthaltiges Organautolysat, die tryp- 
tische Phase des Prozesses verdeckt werden kann und sich nur die 
ziigellose Arbeit einer Pepsinase offenbart. 

Es schien uns von Wichtigkeit, andersartige Versuche anzustellen, 
um Klarheit dariiber zu gewinnen, ob nur ein Ferment (Pepsinase), 
oder zwei, oder gar mehr charakteristische Fermente am Autolyse- 
prozeB teilnehmen. 

Zwei Wege schienen uns gangbar; einmal kénnte man versuchen, 
so oder anders das Substrat vom Fermentgemisch zu trennen und 
dann demselben ein anderes wohlcharakterisiertes Substrat vorzulegen. 
Dadurch waren iibersichtliche Verhiltnisse gewonnen und die Diffe- 
renzierung der Fermentgruppen médglich. Diesbeziigliche Versuche 
mit Anwendung des Germanins (Bayer 205), welches die merkwiirdige 
Eigenschaft besitzt, EiweiBkomplexe zu binden, ohne die Fermente 
(wenigstens qualitativ) zu beeintrichtigen, brachten vorlaufig wenig 
Gliick, dagegen ist es auf andere Art gelungen, woriiber die nichste 
Mitteilung handelt. 

Eine andere Méglichkeit, wenigstens qualitativ verschiedene 
Fermente im Autolysat zu fassen, erwuchs aus folgenden Betrachtungen. 
Wird z. B. ein Leberbrei einer freiwilligen Autolyse tiberlassen, so 
aindert sich der Zustand und die Zusammensetzung des Reaktions- 
mediums wesentlich. Es verschiebt sich die Wasserstoffionenkonzen- 
tration, gréBere Kolloidkomplexe werden gespalten, Adsorptions- 
bedingungen zwischen Ferment und Substrat werden durch Anhaufung 
der Spaltstiicke verindert, es tritt dadurch bedingt ein sogenanntes 
,falsches Gleichgewicht“ ein. Besonders ist es hervorzuheben, dab 
ein eventuell vorhandenes Antitrypsin, ob Stoff oder Zustand, wahrend 
der Autolyse seine spezifischen Eigenschaften einbiiBen kann. Sollte 
nun im Autolysat nur ein Ferment wirksam sein, dann miibten sich 
die Bedingungen fiir die Arbeit dieses Ferments wihrend der Autolyse 
in irgend einer Richtung verandern, aber gleichsinnig in welchem 


1) Diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 
*) Baer und Loeb, Arch. f. exper. Pathol. 58, 1, 1905. 
3) Rosemann, Klin. Wochenschr. 1923; diese Zeitschr. 129, 101. 
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Reaktionsmedium, was Wasserstcffionenkonzentration anbetrifft, vor- 
ausgesetzt, daB das Ferment in diesem Medium iiberhaupt noch arbeitet. 
LaBt man also ein Autolysat liangere Zeit stehen, hemmt den gar rapiden 
ProzeB durch geeignete Temperatur und entnimmt dem Gemisch 
von Zeit zu Zeit Proben, um dann bei ganz bestimmten und gleichen 
Bedingungen die Autolyse im Verlauf einer kurzen Zeit bei nur ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen zu studieren, so mub, 
wenn nur ein Ferment vorliegen wiirde, die Veranderung der fermen- 
tativen Kraft sich gleichsinnig fiir beide Punkte derselben Reaktions- 
kurve verandern. ‘Tritt dieses nicht ein, verindert sich also der 
Reaktionsverlauf der Autolyse desselben Materials zu verschiedenen 
Zeitpunkten bei verschiedenem pg nicht gleichsinnig, so ist der mono- 
fermentative Charakter der Autolyse zum mindesten verdichtig. 

Zu unseren Versuchen wihlten wir zwei Puffer: py = 3,8 (das 
Optimum der Pepsinase nach Rona und Mislowitzer, |. c.) und pg = 7, 
das ist die praktisch neutrale Reaktion, bei welcher nach Angaben 
genannter Forscher die Pepsinase noch arbeitet und bei welcher einer 
eventuell vorhandenen, an die neutralen Kérpersifte ,,gewéhnten* 
Tryptase Arbeitsgelegenheit geboten wire. 


Im einzelnen gestalteten sich unsere Versuche folgendermaBen: Die 
mit physiologischer Kochsalzlésung von den GefaBen aus griindlich durch- 
gespiilte Kaninchenleber wurde aufs feinste im Mérser verrieben und durch 
Verbandgaze gedriickt. Der Brei wurde zu 10 Proz. in destilliertem Wasser 
aufgeschwemmt und unter Toluolschutz bei Zimmertemperatur der Autolyse 
iiberlassen. Zu verschiedenen Zeitintervallen wurden dem Autolysat 
Proben entnommen und der Verlauf des Prozesses bei verschiedenen pg 
durch Reststickstoffbestimmungen gemessen. Dazu wurden in kleine 
Kélbchen je 5 cem der Aufschwemmung, 5 cem des entsprechenden Puffer- 
gemisches und 5ccm Wasser eingetragen. In dem einen Kélbchen wurden 
die Proteine sofort koaguliert, um den anfanglichen Rest-N-Wert zu _be- 
stimmen. Die anderen Proben wurden bei 37°C unter Toluol und Thymol- 
schutz der weiteren Autolyse im Verlauf von zweimal 24 Stunden iiberlassen. 
Danach wurden die Proteine (Ferrum oxyd. dialysatum + Kaliumsulfat) 
gefallt, die Fliissigkeit auf ein bestimmtes Volumen gebracht, filtriert 
und im Filtrat der Reststickstoff bestimmt. 

Als Pufferung benutzten wir ein Phosphatgemisch fiir pg = 7 und 
ein Acetatgemisch fiir py = 3,8. Es wurde die Wasserstoffionenkonzentration 
nicht jedesmal elektrometrisch gemessen, viele Kontrollen zeigten uns, 
daB Schwankungen zwischen bestimmtem und berechnetem py — 0,1 kaum 
iibersteigen — ein Fehler, der in unserem Falle gar nicht ins Gewicht fallen 
kann. : 

Die entsprechenden Versuche sind in den Tabellen I bis III wieder- 
gegeben. In den Spalten ,,Proteinzerfall Proz.‘‘ ist berechnet, wie viel 
Prozente von dem zur Verfiigung stehenden Proteinstickstoff angegriffen 
und in Rest-N iibergefiihrt worden sind. Die Berechnung ging von der 
Differenz zwischen dem jeweils bestimmten anfinglichen Gesamt-N und 
Rest-N aus, diese wurde zum Rest-N-Zuwachs in Verhiltnis gesetzt. 
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Tabelle I. 
Gesamt-N in 5 cem Leberaufschwemmung = 8,82 mg. Dauer 2 x 24 Stunden. 
Probeentnahme : Sofort Nach 3 < 24 Std. Nach 7 x 24 Std. Nach 22 « 24 Std 
, Proteins , Proteins | , | Proteins , Proteins 
Versuchs- ResteN | ‘sertall | est | sertall | RestoN | serfall | Rest-N sertall 
bedingungen “ | 
mg Proz. mg mg || mg Proz. mg Proz. 
Vor d. Versuch 0.74 _— 154 — 1.89 = 1,90 —_ 
Leber py = 3,8 588 63,7 532 | 520 392 293 | 308 17,1 
Leber py = 7 1,12 47 2,24 96 2,38 7,1 1,89 0 


Tabelle 11. 


Gesamt-N in 5ceem Leberaufschwemmung = 11,83mg. Dauer 2 « 24 Stunden. 





Probeentnahme : Sofort Nach 5 * 24 Std. Nach 10 x 24 Std. 
. . Protein. , Protein. : Protein 
ol Rest-N zerfall Rest-N zertall Rest.N zertall 
nome mg Proz. mg Proz. mg Proz 
Vor d. Versuch || 1,15 — 1,47 — 1,82 — 
Leber Py = 3,8 | 6,16 46.8 4.85 32.6 3,22 13.9 
Leber py =7 || 1,29 13 1,89 4,1 2,03 2.1 


Tabelle 111. 


Gesamt-N in 5cem Leberaufschwemmung = 9,8mg. Dauer2 « 24 Stunden. 





Probeentnahme : Sofort Nach 5 & 24 Std. Nach 11 * 24Std. Nach 21 24 Std. 
Protein: || Proteins , | Protein. : ,| Proteins 
a A RestN  ‘serfall || Rest-N sertait || Rest-N | ert | ResteN | sertall 
eunge mg Proz. mg Proz. mg Proz. mg Proz. 
Vor d. Versuch 159 > — 2.59 — 2.90 — 2.92 _ 
Leber py = 3,8 7,30 | 700 627 510 554 383 455 273 
Leber py = 7 212 | 65 290 43 3,35 65 287 0 


Schon die fliichtige Betrachtung der Tabellen laBt vor allen Dingen 
eine GesetzmaBigkeit erscheinen: es verindert sich die Proteinspaltung 
im sauren und neutralen Puffer nicht gleichsinnig. Im sauren Puffer 
klingt das autolytische Vermégen des Autolysats von Versuch zu 
Versuch ab; im Puffer py = 7 treten Schwankungen des proteolytischen 
Vermégens auf, wobei in allen Versuchen ein Stadium einer Verstarkung 
der Proteolyse eintritt. 

Diese Verstarkung ist im ersten Versuch (Tabelle I) schon am 
dritten Tage gefaBt worden, im zweiten ‘ersuch am fiinften Tage, 
im dritten Versuch am elften Tage. Der dritte Versuch weicht dadurch 
ab, daB vom ersten bis zum fiinften Tage eine Verminderung der Proteo- 
lyse eintritt, um dann zum elften Tage das anfangliche Niveau zu 
erreichen. Es klingt insgesamt selbstverstindlich beim Fortschreiten 
der Proteolyse auch die Spaltbarkeit von Protein im neutralen Puffer 
ab, der Verlauf des Reaktionsganges ist aber nicht nur quantitativ, 


| 
{ 
a 
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sondern auch qualitativ ein ganz anderer. Ware im Gemisch nur ein 
Ferment vorhanden, dann muBten wir einen, wenn auch nur ungefahr 
parallelen Verlauf erwarten. In jedem Medium miiBte das Ferment 
in Abhangigkeit vom Fortschreiten der Autoproteolyse — also Auf- 
brauch des Ferments — eine gleichsinnige und annahernd proportionale 
Abnahme der Spaltfahigkeit erfahren. Die Spaltung im neutralen 
Puffer ist gering, sie verdoppelt sich aber am dritten Tage, gegeniiber 
der Nullzeit (,,sofort’*) in Tabelle I und verdreifacht sich in Tabelle I 
am fiinften Tage gegeniiber der Nullzeit. Es scheint, da dieses alles 
zur Annahme berechtigt, da im Gemisch kaum nur ein Ferment 
vorliegen kann — dieses schlieBt natiirlich nicht aus, daB im neutralen 
Puffer die Pepsinase (Rona und Mislowitzer, |. c.), wenn sie es kann, 
noch mitarbeitet. Nimmt man die Existenz von mindestens zwei 
Fermenten im Autolysat an, von denen das eine sein Optimum im sauren 
Medium haben mag, das andere aber sicher, entsprechend den Auf- 
gaben der Zelle, mit einer dem neutralen Punkte nahen Reaktion des 
Mediums bei der neutralen Reaktion seine uneingeschrankte Tatigkeit 
zu offenbaren imstande sein mu — nur gehemmt durch spezielle 
und notwendige Regulationsmechanismen (eventuell Antitrypsin) —, 
so wird sich die biologische Seite der Frage entschieden kliren. Wir 
haben schon in unserer vorigen Mitteilung (Il. c.) ausgefiihrt, dab die 
Zelle zu nimmer aufhérenden und manchmal ganz betrachtlichen 
EiweiBumsitzen, nicht zu den giinstigen Bedingungen der Pepsinase- 
arbeit (pq = 3,6 bis 3,8) greifen kann. 

Es mag erwahnt werden, dab die Betrachtung der Tabellen I und III 
noch folgendes ergibt. Im ersten Falle bleibt die Autolyse schon am 
siebenten Tage stehen, im zweiten Falle, am elften Tage: die Rest- 
N-Werte bleiben am 22. bzw. 21. Tage die gleichen. Dieses gilt aber 
nur fiir die natiirliche Reaktion des Autolysats, welches nach unseren 
Messungen, iibereinstimmend mit Sevringhaus'), py = etwa 6,0 nicht 
iibersteigt, l4Bt man aber das Autolysat dann bei pg = 3,8 arbeiten, 
dann tritt sofort eine Weiterspaltung ein. 

Beim Uberfiihren des Autolysats am siebenten Tage (Versuch 1) 
und am elften Tage (Versuch 3) in ein neutrales Medium tritt aber 
auch eine bedeutende Spaltung ein, trotzdem, dab die Autolyse bei 
Pu = etwa 6 stillstand, dieses 148t auch daran denken, da8 wir fiir 
ein eventuell vorhan‘lenes tryptisches Ferment des Autolysats durch 
Wechsel von py = 6 auf py =7 die Arbeitsbedingungen verbessern. 

Am 22. bzw. 21. Tage ist die Autolyse bei pg = 3,8 noch nicht 
erschépft, dagegen bleiben bei py = 7 die Anfangsrestwerte und die 
nach 2 x 24stiindiger Autolyse dieselben. 


1) Sevringhaus, Koehler und Bradley, Journ. of biol. Chem, 57, 163, 1923. 














NEnee ee 





Uber das Wesen der Autolyse. ILI. 43 
-m Ganz die gleichen Versuche haben wir mit einigen Abainderungen 
ur und Erganzungen wiederholt. Anstatt das Autolysat bei Zimmer- 
- temperatur aufzubewahren, haben wir es in den Thermostaten gesetzt, 
f- dafiir mubte die Zeit verkiirzt werden; die letzte Probeentnahme fand 
le nach 134 bzw. 95 Stunden statt, und nur im letzten Versuch (Tabelle V1) 
wurde sie auf 240 Stunden ausgedehnt. Auch wurden noch Reihen 
ad mit Casein als erganzendes Substrat angesetzt, da dieses, wie bekannt, 
I noch dann angegriffen wird, wenn, wie in Serum z. B., das Eigen- 
protein fermentfest ist. 
: Die Versuchsanordnung war genau wie beschrieben, das Casein wurde 
in lproz. Liésung & 5 ccm in die einzelnen Kélbchen eingetragen. Da die 
Caseinlésungen nicht haltbar sind, so wurden sie jedesmal frisch zubereitet 
1 und ihr N-Wert jedesmal bestimmt, er schwankte fiir die 5cem Lésung 
2 zwischen 6,4 bis 7,0mg. Entsprechend wurde auch der Rest-N fiir das 
7 Gemisch ,,Leber + Casein’ jeweils vor dem Versuch bestimmt. Die Ver- 
‘ suche sind durch die Tabellen ITV und V illustriert. 
t Auch diese Versuche bestatigen im groBen und ganzen unsere 
oben gemachte Annahme. Es liegt selbstverstandlich nicht in unserer 
Hand, fiir jeden Versuch solche Zeitintervalle zu wihlen, dab wir auf 
, den beobachteten Anstieg der Autoproteolyse im neutralen Puffer 
stoBen. Immerhin ist ein solcher Anstieg in Tabelle V deutlich zum 


. Vorschein gekommen, von der 43. zur 67. Stunde steigt der Protein- 
zerfall von 3,1 auf 8,0 Proz. und weiter sogar auf 13,8 Proz. (95. Stunde). 
Im sauren Puffer ist auch hier in beiden Versuchen ein kontinuierlicher 
Abfall der Lyse zu beobachten, 


Auffallend in diesen Versuchen ist auch die Verteilung des Angriffs 
im sauren und neutralen Medium auf das Eigenprotein und das Auto- 
lysat mit Caseinzusatz, was auch daran denken laBt, daB hier nicht 
ein Ferment vorliegen kann (Tabelle V1). In der Spalte py = 3,8, 
die sich auf Tabelle IV bezieht, sieht man ein geringes Anwachsen 
der Verhiltniszahl, die iibrigens fiir 86 und 134 Stunden auf demselben 
Niveau bleibt, in demselben Zeitintervall steigt die Zahl fiir py = 7.1 
von 3,05 auf 8,0. Betrachtet man die Tabelle IV, so sieht man, dal 
die Eigenproteinspaltung bei py = 7,1 zum SchluB erschépft ist, 
setzt man aber Casein hinzu, so wird weiter gespalten,, entweder 
weil das Ferment nur gegen EigeneiweiB erschépft war, oder weil 
eine Tryptase erschépft ist, aber nicht eine Peptase, die ja auch 
Casein spalten kénnte. Diese Frage ist durch vorliegende Versuche 
nicht entscheidbar. 


In den entsprechenden Kolumnen der Tabelle VI, die sich auf 
Tabelle V beziehen, sieht man, daB die Verhaltniszahlen fiir pg = 3,8 
annihernd konstant bleiben, fiir py = 7,1 ist ein gewaltiger Anstieg 
und dann ein Abfall zu beobachten. 
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Tabelle V1. 


Verhaltniszahlen der Verdauung von Casein + Eigenprotein zur Verdauurg 
von Eigenprotein bei py = 3,8 und py = 7,1. 





Zu Tabelle IV Zu Tabelle V 
Stunden Pu = 38 Py = 7 Stunden Py = 38 Pu = 74 
0 1,11 2.37 0 1,20 2,94 
18 144 2,05 19 1,29 4,50 
42 1,97 3,10 43 1,78 9.10 
86 2,15 3,05 67 1,71 2.90 
134 2.13 8,00 95 | 1,30 0,80 


Wenn wir das oben Gesagte kurz summieren, so miissen wir sagen, 
daB unsere Versuche gegen die Existenz nur eines Ferments im Auto- 
lysat sprechen, denn 1. im Verlauf der Autolyse wird die Spaltfihigkeit 
wie des Eigenproteins, so auch mit Caseinzusatz im sauren und neutralen 
Puffer nicht gleichsinnig verandert (abgeschwacht); 2. im neutralen 
Puffer tritt zum Unterschied vom sauren Puffer regelmaBig (mit einer 
Ausnahme) ein Stadium der Verstarkung der Eigeneiweifspaltung 
ein; 3. ist das Verhaltnis von Eigenprotein + Caseinspaltung zu Eigen- 
eiweiBspaltung im sauren Puffer annihernd konstant, im neutralen 
Puffer ganz inkonstant, jedenfalls gehen die Verhaltniszahlen in den- 
selben Zeitintervallen vollstandig auseinander. 

lm Zusammenhang mit den angefiihrten Versuchen, insbesondere 
der Tatsache, daB im neutralen Puffer die Autolyse nach einigen Tagen 
eine Verbesserung erfahrt, stellten wir uns die Frage nach der Ursache 
dieser Erscheinung. Vor alien Dingen muBte daran gedacht werden, 
daB das gesetzmaBige Abfallen der Autolyse im sauren Puffer gerade 
deswegen gesetzmibig, weil ungehindert, verlauft. Fiir die Arbeit 
des Ferments mit saurem Optimum — fiir eine Pepsinase also — 
brauchen keine Schranken, keine Regulationsmechanismen zu existieren, 
eben weil der ProzeB kein physiologischer ist und weil, wenn er iiberhaupt 
in vivo eintritt, dieses eine katastrophale Gefihrdung und Ubergang 
zum Tode und den Tod selbst der Zelle bedeutet. Wir wissen ja aus 
der Pathologie, daB gerade solche rapide Eiweibeinschmelzungen in 
den Zellen eines Organgsmus den Untergang dieser Zellen bedeuten, 
ganz abgesehen von der biologischen Bedeutung solcher Prozesse ‘fiir 
den Wirt, was gerade manchmal sinnreich oder heilend sein kann, 
manchmal aber auch den Tod des Wirtes bedeutet. 

Ganz umgekehrt muB die EiweiBspaltung bei der beinahe neutralen 
Zellreaktion durch vielerlei Mechanismen geregelt werden. Selbst- 
verstindlich mégen da _ physikalisch-chemische Zustandsanderungen 
der Zellkolloide eine Hauptrolle spielen. Wenn auch im Autolysat 
durch teilweises Zerstéren der Zellen manche Regulationen wegfallen, 
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so ist immerhin daran zu denken, daB die Regulation durch eine so- 
genannte Antitryptase (Antitrypsin) bestehen bleibt, mag es ein Kérper 
oder, was wir eher anzunehmen geneigt sind, auch nur eine Zustandsform 
der Kolloide mit spezifischer Bedeutung sein. 







Dieses ,,Antitrypsin™ ist besonders im Serum tatig. Nun wissen 





wir ja aber einerseits, dab auch Organzellen Antitrypsintriger sind 
| Rosemann')], andererseits, das auch Serum die Organautolyse 
hemmt?). So war es von Interesse festzustellen, wie sich das ,,Anti- 
trypsin’: gegeniiber der Organautolyse bei verschiedenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen verhalt. 







Es wurden drei Reihen von Kélbchen A, B und C angesetzt. Die 
Reihe A enthielt Serum (als Antitrypsin) + Puffermischung, die Reihe B 
Leberemulsion + Puffermischung, die Reihe C Serum + Leberemulsion 
-+- Puffermischung. Alle drei Reihen kamen gleichzeitig in den Thermo- 
staten; nach Verlauf einer bestimmten Zeit wurde in ihnen nach Ent- 
eiweiBung (kolloidales Eisenhydroxyd) der Rest-N bestimmt. In den 
einzelnen Portionen wurde der Anfang. Rest-N bestimmt. 









Tabelle VIT. 


Je leem Kaninchenserum, je 5cem 10proz. Leberemulsion, je 5 cem 
Acetat- oder Phosphatpuffer. Dauer 48 Stunden. 














A B Cc : 
‘ Serum Leber Serum + Leber | C—A || C—A—B 
Versuchs- 
bedingungen Rest-N Rest*N  Rest.n ResteN Rest. ResteN Rest-N Rest-N 
us Zu. Zu. Zu ue 
mg wachs mg wachs mg wachs wachs wachs 








Po =3,8... 063 O21 | 364 | 119 604 324 303 +184 
Pa =50... 042 O | 322 | 0,77 3.50 0,70 | 0.70 —007 
Pa = ) Pa 042 0 | 273 | 028 | 296 | 0,15 | 015 | —0,13 
Vord. Versuch 0,42 — | 245 — 2.80 — —_ on 






Wir fiihren einen zweiten solchen Versuch nicht an, weil er voll- 
kommen gleichbedeutend verlief. Es wurde somit gefunden, daf das 
Serum die Leberautolyse nur im neutralen Medium merklich hemmt, 
bei der bereits unphysiologischen Reaktion py = 5 ist nur der Rest 
einer Hemmung zu erfassen, im sauren Medium dagegen ist nicht nur 
keine Hemmung zu beobachten, sondern es wird das Serum von der 
Leberpepsinase recht bedeutend angegriffen, was durch die Zahl 
+ 1,84 mg illustriert wird. 



















Wenn somit festgestellt werden konnte, daB der Regulations- 
mechanismus eines Antitrypsins nur fiir die neutrale Reaktion existiert, 
also im Autolysat bei der Pufferung py = 7 vorliegen kann, so erwuchs 


1) Rosemann, Klin. Wochenschr. 1923; diese Zeitschr. 129, 101. 
2) Baer und Loeb, 1. c. 
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daraus die nachste Frage, ob das Anwachsen der Autoproteolyse unter 
diesen Bedingungen in einigen Tagen nach Ansetzen des Autolyse- 
versuchs durch irgendwie bedingte Zerstérung des Antitrypsins erklart 
werden kann. 

Zur Entscheidung dieser Frage wurde ein folgender Versuch an- 
gestellt : 

2cem Kaninchenserum wurde mit 8ecem eines Acetatgemisches 
Py = 5 versetzt, nach kurzem Stehen neutralisiert und der antitryptische 
Index nach Fuld-Gross bestimmt. Eine zweite ebensolche Portion wurde 
fir 7 Tage in den Thermostaten bei 37°C gestellt, danach neutralisiert 
und der Index bestimmt. Im ersten Falle erhielten wir einen Index = 200, 
im zweiten unter 100. Der Puffer pg = 5 wurde von uns als die duBerste 
Grenze der méglichen Séuerung im freiwillig verlaufenden autolytischen 
ProzeB genommen, denn wie bereits erwahnt, tibersteigt diese nicht einmal 
Py = 6. Somit wiire wenigstens eine Erklirung fiir das Ansteigen der im 
neutralen Puffer verlaufenden Autoproteolyse gefunden. 

Im weiteren schien es uns von Interesse festzustellen, ob eine 
Pepsinase im Autolysat eine nach unseren Versuchen wohl dort ebenfalls 
vorhandene Tryptase zerstéren kénnte. Ware dieses der Fall, dann 
kénnte man ja auch verstehen, weshalb wir wenigstens in drei Versuchs- 
reihen (Tabellen 1, IIL und IV) eine Erschépfung des im neutralen 
Medium arbeitenden Ferments gegeniiber dem Eigenprotein beob- 
achten konnten. Unsere diesbeziiglichen Versuche stellten wir mit 
Pepsin und Trypsin an, selbstverstandlich kénnen daraus nur Analogie- 
schliisse gezogen werden, denn wire die Organpepsinase so wenig 
alkalifest, daB sie, wie das Pepsin, durch die Korpersifte rapide zerstért 
werden sollte'), so kénnte sie ja tiberhaupt nicht in der Zelle existieren. 


Versuch A (Wirkung von Pepsin auf Trypsin). 


Gemisch 1. 0,25proz. Trypsin. .... .. . l0eem 

Re @ CE s+ stew Vs wR yy 

Puffer pew BR... 22 2 se SF ig 

Gemisch 2. 0,25proz. Trypsin. . ...... 10 ,, 

a he ee ee be va ck a 

Poffer ae ~ 38... 2 2 se BS 
Toluolschutz. 


Nach 22 Stunden: 
a) 2cem Gemisch 1 + 10cem Puffer pg = 7,8 + 5ceem Lproz. Casein, 
ae ae sl 2+ 10 ,, » P= aoe Ss os 8 ow - 
Nach 24 Stunden im Thermostaten bei 37°C Rest-N fiir: 


a = 4,50 mg ( 93) 
b = 4,83 ,, (100) 


') K. Voigt, diese Zeitschr. 142, 101. 
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Versuch B. 
Gemisch 3. Dasselbe, jedoch 0,2proz. Pepsinlésung. AuBerdem noch 
10 cem Trypsinlésung + 15 cem H,O, entsprechend Reihe C wie a und b. 

Nach 48 Stunden im Thermostaten bei 37° Rest-N fiir: 

a = 4,31 mg ( 90) 

b = 4,78 ., (100) 

c = 4,30 ,, ( 90) 
Nach 6 x 24 Stunden im Thermostaten bei 37°C Rest-N fiir: 

a = 4,69 mg ( 87) 

b = 5,41 ,, (100) 

c = 4,07 ,, ( 75) 





Es geht aus diesen Versuchen hervor, daB in Gegenwart von Pepsin 
die Trypsinaktivitat fallt, aus dem Versuch B ersehen wir auberdem, 
daB das Trypsin in wasseriger Lésung sich viel schlechter konservieren 
laBt wie in saurem Milieu (pq = 3,8). 

Pu 

Es stellte sich in einem weiteren Versuch heraus, daB die Wasser- 
stoffionenkonzentration py = 3,8 das Trypsin am besten konserviert, 
gréBere und geringere Sauerung schadigen das Ferment. 

Es wurden folgende Gemische hergestellt: 

Nr. l. 10 cem Pufferlésung py = 3,0 + 10 cem 0,2proz. Trypsinlésung 
Pu I yP £ 


i . Pg =3,8+10 ,, 0,2 ,, e 
_— . sa Po = 50+ 10 ,, 0,2 ,, i 
=e ee je Py =6.0+10 ,, 0,2 ,, Md 
» 5. Wasser + 10 cem 0,2proz. Trypsinlésung 

Toluolschutz 


Nach 10 « 24 Stunden wurden folgende Reihen angesetzt : 


x 


a) 2cem Gemisch Nr. 1 + licem Pufferlésung py 5 eem 
lproz. Caseinlésung. 
b) 2cem Gemisch Nr. 2+ licem Pufferlésung py = 7,8 + 5 ccm 


lproz. Caseinlésung. 


~ 


c) 2cem Gemisch Nr. : 
I proz. Caseinlésung. 
d) 2cem Gemisch Nr. 4+ l5cem Pufferlésung py = 7.8 + 5 cem 
lproz. Caseinlésung. 
e) 2cem Gemisch Nr. ‘ 
lproz. Caseinlésung. 
Nach 22 Stunden im Thermostaten bei 37°C Rest-N fiir: 
a = 3,2 mg ( 65) 
b 4,92 ,, (100) 
c 3,3¢ » ( 68) 
d Ba... on 
e = 1,47 ,, ( 30) 


+ 15cem Pufferlésung pg = 7,8 + 5 cem 


38 + 5cem 


~ 


15cem Pufferlésung py = 


Wie gesagt, kénnen diese Versuche selbstverstindlich nicht ohne 
weiteres auf die gegenseitige mégliche Beeinflussung von Pepsinase 
und Tryptase im autolytischen ProzeB iibertragen werden. Die Mdglich- 
keit einer Analogie liegt jedoch auf der Hand. Beim Stehenlassen 
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des Autolysats kann die Tryptase eben nicht nur durch eine Pepsinase 


“4 zerstért werden, sondern auch ganz automatisch durch ,,Lagern™ in 
: einem Milieu, welches, wie bei der Autolyse, lange nicht das Auf- 
bewahrungsoptimum bei py = 3,8 erreicht. Diese beiden Faktoren 
wiirden dann das beschleunigte Abklingen der tryptischen Verdauung 
bei der Autolyse erklaren; der so oft beobachtete Anstieg wiirde eine 
Erklarung in der Zerstérung des Antitrypsins finden. 
Zusammenfassung. 

1. Beim Fortschreiten des autolytischen Prozesses wird die Eigen- 
in proteinspaltung wie die Caseinolyse im neutralen (py = 7) und sauren 
n, Medium (py = 3,8) nicht gleichsinnig verandert. Im sauren Medium 
mn klingt die Proteinolyse regelmaBig ab, im neutralen Medium tritt ein 

rascheres Abklingen ein und ist beinahe immer eine Phase der ver- 
r- stirkten Lyse zu beobachten. Dieses labt daran denken, dab im Auto- 
t, lysat zum mindesten nicht ein Ferment vorliegt. 
2. Die Erklarung dieser Tatsache mag darin zu suchen sein, dab 
das Antitrypsin (Serum) bei der Autolyse zerstért wird und nur im 
neutralen Medium wirkt, daB Trypsin bei der Autolyse zerstért wird 
einmal durch ,,Lagern” in einem fiir die Konservierung ungiinstigen 
Milieu und zweitens durch die Einwirkung von Pepsinase 
n 
n 
. 
n 
n 
n 
e 
e 
Ll. 
n 
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Untersuchungen iiber die proteolytischen Leberfermente. 


Von 
L. Utkin-Ljubowzow. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
staatlichen Chemo-Pharmazeutischen Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 11. Februar 1925.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Die ausfiihrlichen Versuche von Rona und Mislowitzer') iiber die 
Leberautolyse zwangen sie zur Annahme nur eines tatigen proteo- 
lytischen Ferments bei diesem Prozeb, dem sie den Charakter einer 
Pepsinase zuschrieben. Die Frage nach den Fermenten im normalen 
Verlauf der Autolyse und bei intrazellularen Zellprozessen in vivo 
blieb offen. Aus den Arbeiten von Sevringhaus*) u. a., was in letzter 
Zeit auch von Rona und Mislowitzer (|l.c.) bestatigt wurde, ist die 
Sauerung beim normalen Verlauf der Autolyse bei weitem nicht so 
hoch, wie man friiher anzunehmen geneigt war; trotz Anhiufung von 
Sauren iibersteigt die Wasserstoffionenkonzentration nicht bestimmte 
Grenzen und schwankt zwischen py = 6 bis 7, indem zuerst ein Anstieg 
und dann ein Abfall zu beobachten ist, was durch Bildung von Eiweib- 
spaltpredukten, welche als Puffer dienen, zu erklaren ist. 

Vergleichen wir diese normale Saiuerung des Autolysats mit dem 
Optimum der Pepsinase (py = 3,6 bis 3,8, Rona und Mislowwitzer), 
so miissen wir feststellen, daB die normale Autoproteolyse das Arbeits- 
resultat einer Pepsinase in auBerst ungiinstigen Bedingungen darstellt, 
es sollte tatsachlich nur dieses Ferment autolysieren [von einer Peptase 
abgesehen, deren Existenz schon vor laingerer Zeit bewiesen ist*)]. 
Noch mehr ist die Fahigkeit dieser Pepsinase unverstandlich, die 
Wirkung in so breiten Grenzen der Wasserstoffionenkonzentration zu 
offenbaren: in den Versuchen von Rona und Mislowitzer war die Proteo- 


lyse bei py = 7.5 bis 7.8 gering, aber noch deutlich. Zieht man den 


1) Diese Zeitschr. 140, 517, 1923; 146, 1, 1924; Rona, Mislowitzer und 
Seidenberq, ebendaselbst 146, 26, 1924. 

2) Sevringhaus, Koehler und Bradley, Journ. of biol. Chem. 57, 163, 1923. 

3) Abderhalden und Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 466; 


49, 1; 48, 537. 
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Umstand in Betracht, daB das Optimum der Pepsinase bei einer physio- 
logisch undenkbaren Reaktion liegt, glaubten wir berechtigt zu sein, 
mit einer Reihe anderer Forscher') die Existenz eines zweiten Ferments 
(oder mehrerer Fermente) mit einem der Reaktion der Zellsafte naheren 
Optimum anzunehmen. Ahnliche Betrachtungen und auf die Lésung 
dieser Fragen hinzielende Versuche sind bereits in der vorhergehenden 
Arbeit von O. Steppuhn und Xenia Utkin-Ljubowzow mitgeteilt, ich 
wurde vor die Aufgabe gestellt, die indirekte Beweisfiihrung durch 
direkte Versuche zu bekraftigen. 

Der Umstand, daB die mit ausgezeichneter Sorgfalt durchgefiihrten 


) Versuche von Rona und Mislowitzer nicht die Existenz anderer Fermente 
direkt zu zeigen imstande waren, lie} uns an antitryptische Eigei- 
schaften der Zellsafte oder an besondere Resistenz der Zellproteine 
gegeniiber einer Tryptase im AutolyseprozeB denken. Dieses veranlabte 
mich, den gewo6hnlichen Weg der Autolyse zu verlassen und zur Klarung 

ie der aufgeworfenen Frage ein anderes Substrat einzufiihren — ich 

D- fixierte mich auf Casein. Im Zusammenhang damit war es selbst- 

or verstandlich nétig, nach Méglichkeit die Organproteine auszuschlieBben 

n und mit den Fermentlésungen des Organs zu arbeiten. 

nat Es hat sich die folgende Methode gut bewihrt: Schwemmt man 

ad das sehr fein zerriebene Organ in destilliertem Wasser auf und setzt 

- eine Pufferlésung von pg = 4,7 bis 5,0 hinzu, so fallt die gréBte Menge 

ond der Proteine in diesem Flockungsoptimum aus und kann abfiltriert 

an werden. Dabei findet eine Verteilung der Fermente zwischen dem 
le Niederschlag und der Lésung statt — die Lésung enthilt aber fiir 
€ die Anstellung der Versuche geniigende Mengen der Proteasen. Dab 

3 dabei nicht alle Proteine ausflocken, zeigt ein folgender Versuch. 

mn Versuch 1. 10proz. Leberbreiaufschwemmung in destilliertem Wasser. 

) 10 ccm enthalten 22,7 mg Gesamt-N und 4,6 mg Rest-N (bestimmt nach 

), Ausfallen der Proteine mit kolloidalem Eisenhydroxyd). 10cem Auf- 

S- schwemmung wurden mit 2 ccm n/10 Essigsiiure und 2 ccm n/10 Na-Acetat 

t, vermischt. Die ausgefallten Proteine wurden abfiltriert. Im Filtrat: 

se Gesamt-N = 11,2 mg, Rest-N = 4,7 mg, somit enthielt die Aufschwemmung 

}. vor der Fallung 18,1 mg Protein-N, nach der Fallung — 6,5 mg, d. h. in 

den Niederschlag gelangten etwa 65 Proz. des GesamteiweiBes. Die 

” restierenden 35 Proz. unterscheiden sick chemisch von dem Protein des 

u Nieders«hlags, denn bei Neutralisierung des klaren Filtrats wird es durch 

)- ausfallende Proteine von neuem getriibt; diese besondere uns interessierende 

n Frage soll an dieser Stelle nicht weiter behandelt werden. 


Das auf angegebene Weise von der Hauptmenge des Eiweibes 
d befreite Filtrat diente bei meinen Versuchen als proteolytische Leber- 
fermentlésung. Die Arbeitsmethode war folgende: In eine Reihe von 


1) Dernby und andere. Journ. of biol. Chem. 35, 181, 1918. 
4* 
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Kélbchen wurden gegeben: 1l0ccm Pufferlésung (je nach der ge- 
wiinschten H-lonenkonzentration benutzte ich Acetat oder Lactat- 
mischungen, die gewiinschte Alkalitat wurde mit Hilfe von Phosphat- 
mischungen oder einfach mit n/10 Natronlauge angestellt), 5 ccm 
unserer Leberfermentlésung [erhalten durch Fallung von 40 cem einer 
10proz. Aufschwemmung von mit physiologischer NaCl-Lésung ge- 
waschener und fein zerriebener Leber'), mit 5ccm einer Mischung 
aus gleichen Teilen n/10 Essigsiure und Natriumacetat], 5 ccm einer 
1 proz. Caseinlésung. (Die Caseinlésung wurde jedesmal frisch bereitet, 
indem 0,4g Casein in 25cem n/50 NaOH unter Erwarmen geldst, 
durch n/10 HCl nach Lackmus neutralisiert und auf 40 cem verdiinnt 
wurden.) Nach Zugabe einiger Tropfen Toluol wurden die Kolben 
gut verkorkt in den Thermostaten (37°) gestellt. Ein Kélbchen diente 
zur Bestimmung der Anfangsmenge des Rest-N; der Inhalt desselben 
wurde nach Neutralrot tropfenweise neutralisiert, auf dem Wasserbade 
erwirmt und mit 5ccm einer | proz. kolloidalen Eisenoxydlésung und 
einigen Tropfen gesiattigter K, SO, gefallt, auf 50 cem verdiinnt, durch 
ein trockenes Filter filtriert und in einem Teile des Filtrats der N nach 
Kjeldahl (Mikro) bestimmt. Nach Verlauf einer bestimmten Zeit wurde 
aus den Kélbchen im Thermostaten zu je 5 ccm Fliissigkeit entnommen 
und der Rest-N wie oben bestimmt; andere je 5cem dienten zur 
Bestimmung der H-lonenkonzentration nach der elektrometrischen 
Methode. Die Gehaltsdifferenzen an Rest-N in Milligrammen zwischen 
den Kélbchen im Thermostaten und dem Anfangsgehalt dienten 
als Ma®B fiir die Spaltung des Caseins (in der Tabelle als Rest-N- 
Zuwachs bezeichnet). Schon die zwei ersten, ohne Bestimmung der py 
angestellten Orientierungsversuche zeigten, daB die Caseinspaltungs- 
kurve durch Leberproteasen mindestens zwei Maxima hat. 





Versuch 2. Eine 10proz. Aufschwemmung von Kaninchenleber, die 
33 Tage mit Toluol bei Zimmertemperatur gestanden hatte, wurde, wie 
oben beschrieben, behandelt. Anfangs Rest-N = 1,44mg, Versuchs- 
dauer 46 Stunden, Acetatpuffer. 





Tabelle I. 
1 2 .' ) ae] ‘- 
=e | | 
, berechnet etwa 47 | 44 | 41 | 38 3.5 
ee eee 262 | 2.57 | 2.75 | 3,44 3,83 
,  Zuwachs y 118 | 2113 | #191 2.00 2.39 


Versuch 3. Dieselbe Leber, anfangs Rest-N = 1,61 mg, Dauer 
43 Stunden, Acetatpuffer. 





1) Die Bereitung der Aufschwemmung siehe Steppuhn und L. Utkin- 
Lijubowzow, I1. Mitteilung, diese Zeitschr. 150. 
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Tabelle II. 
1 2 3 4 5 
“H» berechnet etwa . . 59 | 66 53 | 6.0 47 
Be WE 5 gs bce 335 | 3,47 321 | 270 2.27 
Zuwachs ... 174 | 1,86 160 | 1,09 0,66 


” 


Diese Vorversuche zeigen, daB das eine Maximum, berechnet, 
etwa bei py 5,5, das andere, in stark saurer Lésung, bei etwa py 3,5 
liegt. Was das zweite Ferment 
betrifft, so ist dasselbe ohne | T 
Zweifel identisch mit der Pepsin- | 
ase von Rona und Mislowitzer. 
Charakteristisch ist, daB die 
Proteolysekurve ein deutliches 
Minimum bei etwa py 4,5 hat. 
Nach diesem Vorversuch stellte 
ich mir die Aufgabe, die Lage 
der Optimalpunkte der Spaltung 
genauer zu bestimmen. 























Versuch 4. Leber schwach aus- Abb. 1. 
gewaschen. Die Suspension hatte. 
28 Tage bei Zimmertemperatur gestanden. Vorbehandlung wie oben 
Anfangs Rest-N = 2,74 mg. Lactatpuffer. Die pg wurde elektrometrisch 
bestimmt. Die Resultate sind in Abb. 1 und Tabelle IIT wiedergegeben. 





Tabelle I11. 
1 2 3 4 5 6 
Py, elektrometrisch . . 4,32 3,98 3,67 3,27 2,96 2,70 
Rest-N, nach 46 Std. . 4,16 4,07 4,39 4,80 4,75 4,35 
m Zuwachs ... 1,42 1,33 1,65 2.06 2.01 1.61 


nach 122 Std. . 4,18 4.30 4.72 4.92 4.97 4.75 
us Zuwachs ... 1,44 1,56 1,98 2.18 2,23 2,01 


Versuch 5. Kaninchenleber, nicht gewaschen. Frische Aufschwemmung. 
Anfangs-Rest-N = 2,25 mg. Lactatpuffer. Ergebnisse in Tabelle IV und 
Abb. 2. . 





Tabelle IV. 
1 2 3 a 5 6 
Py. elektrometrisch .. 422 | 396 367 | 339 308 281 
Rest-N, nach 46 Std.. 483 | 560 642 | 657 637 5,80 
,» Zuwachs... | 258 | 335 417 | 432 412 | 355 


nach 123 Std.. 5,08 | 601 638 | 688 643 580 


Zuwachs .. . 2,83 3,76 413 4,63 4,18 3.55 
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Beide Kurven zeigen ein deutlich ausgepragtes Maximum zwischen 
Pu = 3,0 und 3,5. Dieses Maximum fillt nicht genau mit dem von 
Rona und Mislowitzer bei der Leberautolyse gefundenen iiberein, es 
ist etwas nach der sauren Seite verschoben. Da kein Grund vorliegt 
anzunehmen, dafs die Leberpepsinase des Kaninchens ein anderes 
Wirkungsoptimum haben kénnte als die Leberpepsinase des Meer- 
schweinchens, mit der Rona und Mislowitzer arbeiteten, so ist offenbar 
ein anderer Grund vorhanden, weswegen beide Optima nicht zusammen- 
fallen. Ich werde spiter auf dieses zuriickkommen. 


Da die Spaltungskurve des Caseins iiber ein Minimum in ein 
zweites Maximum bei etwa py 5,5 iibergeht, so versuchte ich, diesen 
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5 6 7 pH 
Abb. 2. Abb. 3. 


Teil der Kurve zu analysieren, um die Lage dieses zweiten Maximums 
zu bestimmen. 


Versuch 6. Kaninchenleber schwach gewaschen. Die l0proz. Sus- 
pension hatte 5 Tage bei Zimmertemperatur gestanden. Ubliche Vor- 
behandlung. Acetatpuffer. Anfangs Rest-N = 2,04 mg. Ergebnisse in 
Tabelle V und Abb. 3 





Tabelle V. 

: | 2 3 4 5 6 
1] | 

a» elektrometrisch . . || 7,18 | 6,70 | 632 | 5,77 537 4,78 
FistN, nach 22 Std. 210 | 244 | 311 | 352 | 366 3,14 
Zuwachs ... 0,06 0,40 107 | 1,48 1,62 1,10 
nach 68 Std. . 2,08 2,55 3,56 | 428 4.46 4,27 
Zuwachs ... 0,04 0,51 | 152 | 2,24 2.42 2.23 


Versuch 7. Kaninchenleber nicht gewaschen. Aufschwemmung frisch 
bereitet. Vorbereitung wie oben. Acetatpuffer. Anfangs Rest-N 2,25 mg. 
Tabelle VI, Abb. 4. 
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Tabelle VJ. 
1 2 3 4 5 6 
Py: elektrometrisch . . 7,38 6,56 6,08 5,49 5,19 4,78 
Rest-N, nach 68 Std. . 2,27 3,54 4,46 5,25 5,25 5,05 
Zuwachs ... 0,02 1,29 2,21 3,00 3,00 2.80 
nach 166 Std. 2,25 3.73 4,79 5,89 5,90 5,75 
Zuwachs ... 0,00 1,48 2.54 3.64 3.65 3.50 
mgr 
y 7 
| | 
3} —> 4 
| 
| 
7 ees Om ~~ 
4 oa | NN 
= | 
| 
o i 
5 6 7 pH. 


Abb. 4. 


Die Resultate der zwei Versuche sind durchaus befriedigend, beide 


ergaben ein Maximum zwischen pg 5,2 bis 5,4. 


Mithin haben wir zwei Optima fiir die Caseinspaltung durch Leber- 


proteasen. Diese Optima sind durch ein ausgesprochenes Minimum 


getrennt, wie Versuch 8 zeigte. 


Versuch 8. Kaninchenleber (wie bei Versuch 6) bei Zimmertemperatur 
8 Tage gestanden. Acetatpuffer. Anfangs Rest-N 3,01 mg. Tabelle VII, 





Abb. 5. 
Tabelle VII. 
1 2 3 4 5 

Py: elektrometrisch . . 5,41 5,21 4,75 4,19 3,73 
Rest-N, nach 25 Std. . 3.93 4.20 3,65 3.70 4.06 

.  Zuwachs ..., 0,92 1,19 0.64 0.69 1,05 

, nach 75 Std. . 4,83 4,92 4,63 4.15 4,63 

. Zuwachs ... 1,82 1,91 1,62 1,14 1,62 


Wenn wir die angefiihrten Versuche mit den Versuchen von Rona 
und Mislowitzer tiber den EinfluB der H-Ionenkonzentration bei der 
Leberautolyse vergleichen, so bemerken wir einen groBen Unterschied. 
Wahrend bei der Leberautolyse die Spaltungskurve, mit der Wasser- 
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stoffionenkonzentration stetig steigend, nur ein Maximum bei py = 3,8 
bis 3,6 hat, weist die Spaltungskurve des Caseins zwei deutlich aus- 
gesprochene Maxima und zwischen ihnen ein deutliches Minimum auf. 
Fiir dieses Minimum ist charakteristisch, daBb es fast genau mit der 
isoelektrischen Zone des Caseins zusammenfallt [der isoelektrische 
Punkt liegt fiir Casein bei py = 4,6')]. 

Wie aus den neuesten Arbeiten J. Loebs*) bekannt ist, sind die 
EiweiBstoffe im isoelektrischen Punkte am wenigsten reaktionsfahig. 
Vielleicht ist damit die Ausbildung des Minimums auf der Spaltungs- 

kurve des Caseins zu erklaren, 














mgr 
2 denn gewoéhnlich geben zwei 
Fermente, die auf dasselbe 
Substrat wirken und verschie- 
15 dene Optimalpunkte haben, ein 
gemeinsames Maximum aus der 
Kurve, das zwischen den beiden 
7 Optimalpunkten liegt. Es ist 
sehr méglich, daB wir es bei 
den Versuchen von Rona und 
5 Mislowitzer mit einem solchen 





‘ kombinierten Maximum zu tun 

haben, das naher zum Optimal- 
punkt der Pepsinase als zum Optimum des zweiten Ferments liegt 
wegen der vielleicht gréBeren Resistenz der Lebereiweibstoffe gegen- 
iiber diesem zweiten Ferment. 


Es entsteht jedoch die Frage, warum bei der Leber, deren Eiweib- 
stoffe in ihrer Hauptmenge (wie aus Versuch | ersichtlich) dasselbe 
Flockungsoptimum wie das Casein haben, wir nicht auch wie beim 
Casein ein Minimum in der Autolysenkurve beobachten. Die Antwort 
auf diese Frage ist sehr schwierig, wahrscheinlich ist bei der Leber, 
bei welcher ein Konglomerat von verschiedenen EiweiBstoffen mit 
verschiedenen physiko-chemischen Eigenschaften vorliegt, der EinfluB 
der Sauerung eine viel kompliziertere Erscheinung als beim Casein, 
und die Kurve, die die Abhangigkeit der Leberautolyse von dem Saure- 
grad wiedergibt, ist die Resultierende aller Einwirkungen sowohl auf 
die EiweiBstoffe als auch auf die Fermente der Leber. Ich glaube, 
daB diese Frage durch Studium der Eigenschaften der einzelnen Eiweib- 
stoffe der Leber und ihr Verhalten zu den einzelnen Leberfermenten, 
nachdem dieselben auf Grund ihres physiko-chemischen Verhaltens 
isoliert wurden, zu lésen ist. Versuche in dieser Richtung habe ich 


Abb. 5. 


1) Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 41. 
2) Journ. of gen. Physiol. 1, 1919. 
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begonnen. Es ist dies das Problem, das Euler') bereits voreinigen Jahren 
aufgestellt hat: ,,... besonders verdient die Frage, ob die Aciditat der 
Lésungen nur die Wirksamkeit der Enzyme, nicht auch die Reaktions- 
fahigkeit der Substrate beeinfluBt, noch eingehende Untersuchungen". 

Die Untersuchungen auf diesem Gebiet von Northrop*) zeigten, 
daB die Wirkungskurve der Protease in ihrer Abhangigkeit von dem 
Sauerungsgrad des Substrats zusammenfallt mit der Dissoziationskurve 
des Substrats, was sich durchaus mit meinen Versuchen deckt. Die 
Ansicht Willstdtters und Grassmans*), dab es Fermente gabe, die speziell 
auf nicht dissoziierte EiweiBmolekiile eingestellt seien, steht in Wider- 
spruch zu den von J. Loeb erzielten Resultaten (l.c.). Ganz unver- 
staindlich sind mir die Angaben Hertzmanns und Bradleys*) beziiglich 
der proteolytischen Leberfermente. Aus ihren Versuchen folgt, dab 
letztere ebenso wie Papain bei Willstdtter und Grassmann (\.c.) auf 
das undissoziierte EiweiSmolekiil eingestellt seien und ihr Wirkungs- 
optimum daher mit dem isoelektrischen Punkte des Substrats zu- 
sammenfalle. Bei der Spaltung des Edestins fanden sie das Optimum 
hei py = 7,0 liegend, wihrend der isoelektrische Punkt des Edestins bei 
Pa = 6,9 liegt. Was das Edestin anbelangt, so habe ich mit diesem 
Eiweibstoff einige Versuche angestellt, wobei ich das auf obige Weise 
hergestellte Filtrat benutzte. In allen Fallen erhielt ich, wie ich nach 
meinen Versuchen mit Casein auch erwartete, Resultate, die denen 
von Hertzmann und Bradley direkt entgegengesetzt waren, nimlich 
sehr schwache Spaltung beim Neutralpunkt, Steigerung bei pg = 5, 
starken Anstieg bei weiterer Siuerung, Optimum bei py = 4, dann 
Abfall. Einen der Versuche fiihre ich an. 

Versuch 8a. Kaninchenleber, gut gewaschen. Die Il0proz. Auf- 
schwemmung stand bei 0° 20 Tage. Ubliche Behandlung derselben. 0,4 g¢ 
Edestin (Merck) wurde mit Wasser angerieben und durch tropfenweisen 


Zusatz von n/10 HC! fast vollstandig gelést und filtriert. Acetatpuffer. 
Anfangs-Rest-N = 3,03 mg. Tabelle VIIa, Abb. 6. 


Tabelle Vila. 





1 2 3 4 5 6 

Py, elektrometrisch . . 6,27 5.86 501 4.49 3,79 3.52 
Rest-N, nach 50 Std. . 3,14 3.43 4,14 5,35 587 5,50 
Zuwachs . . O11 0,40 111 2,32 2.84 2.47 


nach 98 Std.. 341 | 362 438 | 600 647 | 610 
Zuwachs ... 038 0.59 1.35 2.97 3.44 3.07 


” 


1) H. Euler, Die Chemie der Enzyme, I. Teil, 8. 34, 1920. 

2) Naturwiss. 11, 713, 1923. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. nach Oppenheimer, Die Fermente usw., 
Lieferung IT, 1924, S. 204 zitiert. 

*) Proc. Amer. Soc. Biol. Chem. 18, 19, 1923. 





L. Utkin-Ljubowzow: 


Entsprechend der Lage des isoelektrischen Punktes ist der Charakter 
der Kurve durchaus verschieden von der des Caseins. Wo wir beim 
Casein das Minimum haben, ist beim Edestin die gréBte Steigung, 
da an dieser Stelle der py-Skala das Edestin bereits sehr stark dissoziiert 
ist (die Lésung ist bei 4 nur opaleszierend, bei 3 stark triibe, bei 1 und 
2 fallt ein Niederschlag) Somit besitzen die Leberproteasen keine 





mgr 
¥ 








Abb. 6. 


spezifische Fahigkeit, undissoziiertes EiweiB zu spalten, im Gegenteil, 
ihre Wirkung geht teilweise dem Dissoziationsgrad des Substrats 
parallel. 

Das Maximum der Edestinspaltungskurve ist offenbar ein zu- 
sammengesetztes (s. oben), an dessen Zustandekommen beide Fermente 
beteiligt sind. 

Ich bin also der Ansicht, daB die von uns gefundenen zwei Maxima 
in der Spaltungskurve des Caseins zwei proteolytischen Leberfermenten 
entsprechen. Obgleich schon die erhaltenen Zahlen dafiir sprechen, 
daB wir es hier mit zwei voneinander unabhangigen Prozessen zu tun 
haben, so habe ich dennoch Versiyche angestellt, ihre Unabhangigkeit 
zu beweisen. Erstens untersuchte ich das Verhalten des proteolytischen 
Systems in meinem Filtrat zu Adsorbenten. 


Versuch 9. Kaninchenleber. Die 10proz. Aufschwemmung bei Zimmer- 
temperatur, 1 Monat gestanden. Behandlung wie gewéhnlich. Das Filtrat 
wurde in 2 Teile geteilt, der eine (A) wurde direkt benutzt, der andere (B), 
ungefaihr 20 cem, wurde mit 0,5 g Kaolin behandelt und filtriert. Im Filtrat 
wurde pg elektrometrisch gemessen, es war = 4,93. Mit beiden Teilen 
wurde Casein gespalten. Acetatpuffer. Tabelle VIII. 
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Tabelle VIII. 








A B 
a 2 1 2 
Py, elektrometrisch ...... . 5,77 3,74 5.85 3,77 
cS * Preeeaern 3,92 3,92 3.61 3.61 
Rest-N nach 46 Std. ...... 7.53 7,13 5.55 5,25 
oe eee 3.61 3,21 1.94 1.64 


” 


Verhaltnis 2:1 = 0,89 2:1 = 0,85, 


Aus Versuch 9 ist zu ersehen, daB beide Fermente bei dem Saure- 
grad py = 4,93 sich zu Kaolin vollkommen gleich verhalten, denn 
das Verhaltnis ihrer Wirkungen bleibt dasselbe. Es ist dies um so 
merkwiirdiger, als der proteolytische Effekt durch das Kaolin sehr 
vermindert wird, d. h. der gréBte Teil der Fermente vom Kaolin ad- 
sorbiert wird 

Versuch 10. Kaninchenleber. Frische Aufschwemmung. Filtrat nach 
Lackmus neutralisiert, wobei sich starke Triibung und ein Niederschlag 
bildete, filtriert, das Filtrat geteilt. Teil (B) 1 Stunde auf 56° erwarmt, 
wobei ein flockiger Niederschlag entstand. Dieser Niederschlag wurde 
nicht abfiltriert. Mit beiden Teilen wurden Caseinspaltungsversuche an- 
gestellt. Bei 1 Acetatpuffer, bei 2 Lactatpuffer. Tabelle IX. 


Tabelle IX. 





A B 
ie ; 2 és 1 ad 2 
| 

Pu, eClektrometrisch ....... 5.20 341 | 531 3,33 
Anfangs-Rest-N......... | 2,67 257 || 2,57 2.57 
Rest-N nach 47 Std. ...... || 4,30 5,57 | 3,30 4.40 
— 4-4 a 3,00 | 0,73 1,83 
._ wae we mee ww sc eas 2 590 | 3.59 4.93 
s ee re oe Ce HI 2.26 3,33 || 1.02 2.36 

Verhaltnis nach 47 Stunden 2: 1 = 1,73 2:1 = 2,51 

70 - 2:1 = 1,47 2:1 = 2,31 


” 


Obgleich man nach diesem Versuch glauben kénnte, daB das bei 
Pu = 5,20 aktive Ferment von dem in stark saurer Lésung arbeitenden 
verschieden ist, kann ich diesen Versuch doch nicht als entscheidend 
ansehen, weil derselbe keine Daten enthalt, aus denen man die Zeit 
fiir gleiche Umwandlungen berechnen kénnte, ohne dieses lassen sich 
aber die Fermentmengen vielleicht nicht genau vergleichen. Wenn 
man die py der Optimalpunkte in meiner Caseinspaltungskurve durch 
die Leberproteasen mit den py-Werten anderer Autoren vergleicht, 
findet man nur geringe Ahnlichkeit. Die schon vielfach von mir zitierten 
Arbeiten Ronas und seiner Mitarbeiter beiseite lassend, méchte ich 
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folgende, mir nur erst kiirzlich bekannt gewordenen Arbeiten er- 
wihnen. Schima), der den EinfluB der H-lonenkonzentration auf die 
Leberautolyse studierte, fand vier Optimalpunkte bei py = 3,24, 
7,15, 4,44 und 6,25. Wie man sieht, stimmt der Punkt 3,24 ziemlich 
gut mit dem von mir gefundenen Optimum fiir das in stark saurer 
Lésung arbeitende Ferment iiberein. Den Punkt 7,15 halt Schima 
fiir das Optimum der Peptase und die Punkte 4,44 und 6,25 sollen 
derjenigen Aciditat entsprechen, bei der beide Fermente zusammen 
arbeiten. Ohne vorlaufig das Ferment mit dem Optimalpunkt py = 7.15 
zu beriicksichtigen, muB ich gestehen, daB es fiir mich vollstandig 
unerklarlich ist, wie die Punkte py = 4,44 und 6,25 erhalten wurden, 
und aus welchem Grunde sie den Bedingungen entsprechen sollen, 
die fiir die Zusammenarbeit beider Fermente giinstig sind (leider war 
mir nur ein Referat der Arbeit zuginglich). Die zweite Arbeit ist von 
Zachrisson®), der aus Leberautolysaten ein Ferment isolierte, das 
Casein am besten bei pq = 5,0 spaltet und das offenbar dem zweiten 
von mir in dieser Arbeit untersuchten Ferment entspricht. Zachrisson 
konnte kein Ferment finden, das Casein bei alkalischer Reaktion 
spaltet, und schloB hieraus, daB die Leber kein Analogon der von 
Hedin*) gefundenen a-Protease der Milz enthalt. Zachrisson beobachtete 
die Wirkung des Leberferments auf das Pepton Witte, fand fiir dasselbe 
den optimalen Sauregrad py = 7 und identifizierte dasselbe mit dem 
Erepsin (Optimum pg = 7,8). 

Beziiglich eines Ferments, das Casein bei alkalischer Reaktion 
| spaltet, waren meine Versuche ebenso wie Zachrissons negativ, wie 
| aus den angefiihrten Tabellen und Abbildungen zu ersehen ist. Um 

mich endgiiltig davon zu iiberzeugen, daB das in beschriebener Weise 
| gewonnene Leberfiltrat kein Casein bei alkalischer Reaktion spaltendes 
Ferment enthalt, wurde noch folgender Versuch angestellt. 

Versuch 11. Nicht gewaschene Kaninchenleber. Die Aufschwemmung 
hatte 9 Tage im Eisschrank gestanden. Ubliche Bearbeitung. Acetat- 
puffer. Nr. 1 bis 4 mit n/10 NaOH alkalisch gemacht. Anfangs-Rest-N 
= 2,35mg. Tabelle X, Abb. 7. 


Tabelle X. 





1 2 3 4 5 tC) 


Py, elektrometrisch . . 9.01 8,12 751 7,08 6,29 5.69 
Rest-N, nach 93 Std. . 2.31 2.32 2.38 2,72 4,30 5.03 
x Zuwachs ... 0,00 0.00 0.03 0.37 1,95 2.68 


1) S. Schima, Journ. of Biochem. 2, 1, 1922. 
2) Ber. iiber d. ges. Physiol. 28, 138, 1924 (Ref.). 
8) Hedin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 497, 1907. 
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Wenn man die Resultate in den Tabellen V, VI und X neben- 
einander stellt, so kann man mit Bestimmtheit sagen, daB das nach 
der hier beschriebenen Methode gewonnene Leberfiltrat kein Ferment 
enthalt, das Casein in alkalischer Lésung spaltet. Die Spaltung 
des Caseins beginnt bei einer H-lonenkonzentration py = 7,3 bis 7.1 
und steigt mit der Aciditéat der Lésung stark an. Wenn wir jetzt zu 
der Arbeit Ronas und Mislowitzers (erste: Mitteilung) zuriickkehren, 
so ist das erste, was auffallt, daB mgr 
die Leberautolyse, wenn auch J a 
schwach, aber dennoch schon bei : 





einem Sauregrad von py 7,5 
und sogar 7,8 (s. l. ¢., Abb. 1 2 L -~— 
und 17) vor sich geht. Von neuem 
taucht die Frage auf, ob es ein 
Leberferment vom Typus der 7} 
Tryptase gibt. Natiirlich ist die 
Tatsache, daB ich ein solches in | 
dem Filtrat, aus dem der gréBte 9 
Teil der EiweiBstoffe entfernt 55 
war, nicht finden konnte, kein 
Beweis dafiir, daB ein solches nicht existiert, denn wir wissen, wie fest 
und vollstandig Fermente von Adsorbenten, besonders Eiweibstoffen, 
festgehalten werden kénnen. Im vorliegenden Falle konnte dies um 
so eher der Fall sein, als ein proteolytisches Ferment eine besonders 
starke Affinitat zum eigenen Substrat haben diirfte. Wenn anderer- 
seits die beiden Fermente, von denen bisher die Rede war, in bedeu- 
tender Menge im Filtrat gelést bleiben, so andert auch dies nichts 
an der Tatsache, denn das Verhaltnis von Adsorbens zum Adsorbenten 
hingt von einer ganzen Reihe von Umstanden ab, von denen der 
wichtigste die Reaktion des Mediums ist. 








Vielleicht war der Sauregrad, dessen ich mich zur Fallung der 
Eiweibstoffe bediente, besonders giinstig zur Mitfaillung der Tryptase, 
besonders da mein Orientierungsversuch mit Casein-Trypsin lehrte, 
daB im Flockungsoptimum des Caseins (py = 4.6) das letztere sehr 
viel Trypsin mitreiBt und, in alkalische Lésung gebracht, stark auto- 
lysiert. Aus angegebenem Grunde bemiihte ich mich, die hypothetische 
Tryptase von den sie festhaltenden Eiweifstoffen zu befreien, wobei 
ich den schon von Schierge') bei seinen Serumstudien eingeschlagenen 
Weg ging — den Weg der Verinderung der physiko-chemischen Eigen- 
schaften des EiweiBes durch Denaturierung nach der einen oder anderen 
Methode. 


1) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 32, 142. 





_—— 
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Versuch 12. Kaninchenleber kalt aufbewahrt. 40ccm 1l0proz. Auf- 
schwemmung wie oben gefallt. Der Niederschlag nicht abfiltriert, sondern 
abzentrifugiert, einmal in der Zentrifuge mit destilliertem Wasser gewaschen, 
in 20 cem Wasser suspendiert. Zur Aufschwemmung wurde das vierfache 
Volumen Aceton gegeben und 1 Stunde stehengelassen, dann der Nieder- 
schlag abgesaugt, mit Aceton und Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator 
uber H,SO, getrocknet. Die erhaltene feste Masse wurde in der Reibschale 
zu einem feinen Pulver zerrieben (Gewicht 0,43 g). Ein Versuch, das Ferment 
aus dem Pulver mit Wasser auszuziehen, miBlang: das Filtrat war kaum 
aktiv, weswegen ich das Pulver selbst zu meinem Versuche benutzte. Das 
Pulver wurde mit Wasser geschiittelt und unter bestandigem Schiitteln in 
die Kélbchen mit Puffermischung abpipettiert und Caseinlésung zugegeben. 








- le = 7 











: 
| 
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Abb. 8. Abb. 9. 


Das Pulver quillt in Wasser und Laugen kaum auf und setzt sich schnell 
zu Boden. In jedes Kélbchen kamen etwa 50 mg Pulver. Phosphatpuffer. 
Anfangs-Rest-N 1,03 mg, Tabelle XI, Abb. 8. 


Tabelle X 1. 





1 2 3 

Pa: elektrometrisch . . 7,62 737 6,92 
Rest-N, nach 73 Std. . 2.89 2.60 2,25 
re Zuwachs ... 1,86 1,57 1,22 
nach 121 Std. . 3,76 3.41 3,13 
Zuwachs ... 2.73 2.38 2.10 


Dieser kleine Versuch zeigt, daB mit Aceton behandeltes Eiweif 
an die Caseinlésung ein Ferment abgibt, das Casein in alkalischer 
Lésung zu spalten vermag. Da der Versuch jedoch nicht zeigt, bei 
welcher H-Ionenkonzentration das Maximum der Wirkung liegt, so 
wurden noch Versuche in dieser Richtung angestellt. 


Versuch 13, Kaninchenleber, gut gewaschen. Die Aufschwemmung 
war 8 Tage bei 3° aufbewahrt. Bearbeitung wie im Versuch 12. Trockener 
Riickstand 0,3 g. Phosphatpuffer. Anfangs-Rest-N 1,10 mg. Tabelle XIT, 
Abb. 9. 
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Tabelle X11. 





1 2 3 4 5 
Py: elektrometrisch . 7,72 7,66 7,40 6,97 6,67 
Rest-N nach 165 Std. . 2.15 2.36 2,22 1,53 1,87 
“ Zuwachs — 105 | 1,26 1,12 0,43 0,77 
nach 236 Std.. 262 | 2,86 2,80 2,19 2.26 
Zuwachs 152 | 1,76 1,70 1,09 1,16 


Versuch 14. Dieselbe Leber. Bearbeitung wie friiher. Phosphat- 
puffer. Anfangs-Rest-N 0,46 mg. Tabelle XIII, Abb. 10. 


Tabelle X11. 





1 2 3 4 5 6 
Py, elektrometrisch . . 8,22 7,90 7,71 7,46 7,07 6,70 
Rest-N nach 217 Std. . 107 | 1,63 2,06 2,24 1,99 2,34 
Zuwachs .. . 061 | 117 1,60 1,78 1,53 1,88 


Die beiden letzten Versuche geben AufschluB iiber die optimale 
H-lonenkonzentration des Ferments. In beiden Abb. 9 und 10 sieht 
man das Maximum der Kurve bei pg = 7,5 bis 7,6 liegend, aber wahrend 
die Kurve in der ersten Abbildung _ . 
bei steigender Sauerung ziemlich > , 


schnell sinkt, um nach Ubergang 
von Py = 7 von neuem eine Stei- 


gerung zu zeigen wegen der Gegen- 4| | 
wart eines in schwach saurem 
i 
| 





Milieu arbeitenden Ferments im | 
Priparat, hatte die Kurve von 5| | 
Versuch 14 eine geringere De- 7 aoia 8 pH. 
pression und darauf eine gréBere — 

Steigerung als in Versuch 13. Dieser Unterschied im Verlauf beider 
Kurven ist wahrscheinlich durch das relative Mengenverhiltnis der 
beiden Fermente in den Praparaten bedingt. Bei starker alkalischer 
Reaktion sind die Resultate beider Versuche dhnlich. Die Kurve 
sinkt sehr steil bei pp = 8,0. Wenn wir diese Wirkung des mit 
Aceton bearbeiteten Niederschlags von Lebereiweih mit der Wir- 
kung unseres Filtrats vergleichen, so sehen wir, daB das Filtrat unter 
entsprechenden Bedingungen bedeutend starker wirkt als der Nieder- 
schlag (unter den fiir ihn giinstigen Bedingungen). Trotzdem gehen 
ins Filtrat nicht alle Leberfermente tiber. Offenbar hat das in 
schwach alkalischer Lésung arbeitende Ferment ein Arbeitsfeld, das 
keine intensive Arbeit verlangt, da es sich staindig unter fast opti- 
malen Bedingungen befindet (wenn man nicht beriicksichtigt, dab 
dieses Ferment bei meinen Versuchen durch die Bearbeitung mit 
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Aceton in seiner Wirkung geschwacht sein konnte). Umgekehrt sind 
die Fermente des Filtrats sehr aktiv und, wie es scheint, in der Leber 
in groBer Menge vorhanden, sie spielen aber wahrscheinlich nur in 
den Fallen eine Rolle, wenn eine besonders schnelle Mobilisierung der 
Lebereiweibstoffe nétig ist, unter den Bedingungen des normalen 
Stoffwechsels aber ist ihre Wirkung durch die regulierende Wirkung 
der Reaktion des Substrats gehemmt. 


Zusammenfassung, 

1. Bei einem Sauregrad von py = 4,7 bis 5,0 scheidet eine Leber- 
aufschwemmung etwa 70 Proz. seiner Eiweibstoffe aus, wobei die 
proteolytischen Fermente sich zwischen Filtrat und Niederschlag 
verteilen. 

2. Bei der Einwirkung dieses Filtrats auf Casein findet man zwei 
ausgesprochene Maxima bei den Sauregraden py = 5,2 bis 5.4 und 
bei py = 3,0 bis 3,4 und ein ausgesprochenes Minimum zwischen ihnen, 
das vielleicht mit der isoelektrischen Zone des Caseins zusammenfiallt. 

3. Bei der Einwirkung auf Edestin zeigt sich ein deutliches 
Maximum bei py = 4.0; mit der Annaherung an den Neutralpunkt 
fallt die Spaltungskurve stark ab. 

4. Die Wirkung auf Casein setzt bei py = 7.5 ein, bei stirker 
alkalischer Reaktion ist keine Spaltung des Caseins zu merken. 

5. Der mit Aceton behandelte LebereiweiBniederschlag spaltet 
Casein in alkalischer Lésung, wobei das Maximum der Spaltung bei 
Pu = 7,5 bis 7,6 liegt. 

6. Auf Grund dieser Beobachtung der Resultate kann man drei 
auf Casein einwirkende proteolytische Fermente in der Leber annehmen. 
Bei der Leberautolyse spielen wahrscheinlich alle drei Fermente eine 
Rolle, wobei die Autolysenkurve in ihrer Abhangigkeit vom Sauregrad 
die resultierende aus der Zusammenwirkung der drei Fermente und 
einer ganzen Reihe anderer Faktoren ist, von diesen ist der wichtigste 
der Dissoziationsgrad der Lebereiweibstoffe. 


























Zur Frage nach der Photosynthese der Kohlehydrate. 


Von 
M. J. Galwialo. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie an der militar-medi- 
zinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingeqangen am 20. Februar 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Um die Frage nach der Photosynthese der Kohlehydrate zu lésen., 
werden zurzeit von vielen Forschern Untersuchungen angestellt, von 
E. Baly, M. Heilbronn, W. Barker, W. Moore, G. Webster, I. Stoklasa 
und anderen, 


Im Jahre 1870 hat Baeyer als erster den Gedanken ausgesprochen, 
daB die Kohlensiure innerhalb der chlorophyliihaltigen Zelle in Kohlenoxyd 
und Sauerstoff dissoziiert wird. Der Sauerstoff wird in freiem Zustande 
ausgeschieden und das Kohlenoxyd, das zeitweilig mit dem Chlorophyll 
verkniipft ist, verbindet sich mit dem Wasserstoff und bildet ein Molekiil 


Ameisenaldehyd: CO + Hy, H Cr Aus diesem kann durch Konden 


sation Zucker entstehen. Boehm hat gezeigt, daB die ersten Versuche bei 
der Synthese mit Substanzen anzustellen sind, welche in genetischem 
Zusammenhange mit den Endprodukten der Assimilation, d. h. mit der 
Starke, stehen, also mit Zuckerstoffen verschiedener Art. 

Im Jahre 1883 hat Boehm seine Untersuchungen iiber die Bildung der 
Starke aus kiinstlich bereiteten Zuckerlésungen verdéffentiicht. Er nahm 
aitiolierte oder griine, von der Starke befreite Blatter des ,,Phaseolus 
multiflorus** und tauchte sie mit den Stielen in Rohrzucker- oder Glucose- 
lésungen ein. Nach 24 Stunden konnte in den Blattern die Anwesenheit 
von Starke, deren Menge von der Konzentration der Lisung abhing, fest- 
gestellt werden. 

Meyer erhielt Starke aus den Zuckerarten Mannit und Glycerin 
(vgl. Meyer, Bildung der Starkekérner in den Laubblittern aus Zuckerarten 
Mannit und Glycerin). Gleichzeitig mit Meyer hat diese Tatsache der 
Umwandlung des Glycerins in Starke durch héhere Pflanzen Emile 
Laurent beschrieben. O. Loew ging von der Annahme aus, da® sich die 
Zuckerstoffe durch Kondensation des Formaldehyds in den Pflanzen bilden, 
und suchte sie durch Polymerisation des Formaldehyds zu erhalten, Und 
wirklich erhielt er beim Kochen von Formaldehyd mit einem Gemisch von 
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granuliertem Zink und Zinn und dann mit Calciumoxydhydrat eine siiB 
schmeckende Substanz, aber er konnte keine Starke gewinnen. 

Bokorny suchte die Méglichkeit der Starkebildung durch niedere 
chlorophylihaltige Organismen zu beweisen. Als Formaldehydquelle 
wandte er Methylal an in der Annahme, daB der Chlorophyllapparat ahnlich 
wie die Schwefelsiiure diese Verbindung in Methylalkohol und Formaldehyd 
zu zerlegen imstande sein wird: 


OCH — ar 
HC oo) + HO = HO y+ 20H, OH. 


Der Versuch selbst wurde auf folgende Weise angestellt: Die von 
der Starke befreite Spyrogyra Sp. maxima und orthospina wurde 
in bedeutender Menge in 2 cem 0,1 proz. Lésung von Methylal in ein Glaschen 
von licem Inhalt gebracht. Das GefiB wurde im Verlauf von 4 Stunden 
dem Sonnenlicht ausgesetzt; am SchluB des Versuchs befand sich in den 
Zellen eine betrichtliche Menge Stirke. Da die CO, der umgebenden 
Atmosphire aus der Lésung sorgfaltig entfernt wurde, so konnte sich die 
Starke nur aus dem Methylal oder, besser gesagt, aus Formaldehyd bilden. 
Wie aus den angefiihrten Versuchen von Bokorny ersichtlich ist, findet 
sich in den griinen Blattern nicht nur eine Substanz., welche imstande ist, 
CO, in CO und O zu zerlegen und durch Anlagerung von Wasserstoff einen 
primiaren Aldehyvd zu geben, sondern auch noch eine Substanz, welche 
letzteren zu Starke polymerisiert. 

P. P. Lasare/f fiihrt den Proze6 der Assimilation des Kohlenstoffs 
und seine Verteilung auf einzelne Stadien zuriick. Die Kohlensiaure zersetzt 
sich unter dem EinfluB des ultravioletten Lichtes nach der Formel: 
2cOo, 2CO + O,. Diese Reaktionen sind umkehrbar und kénnen in 
der einen oder der anderen Richtunyg verlaufen. Weiter kénnen unter der 
Einwirkung der ultravioletten Strahlen die Wasserdiimpfe in Wasserstoff 
und Sauerstoff nach der Formel: 2 H,O 2H, + O, zerfallen. Dann 
verlauft die Reaktion der Bildung des Ameisenaldehyvds: CO — H, 

CH,O. SchlieBlich gibt letzterer die Polymerisationsprodukte n(C H,O) 
Cn Hon On. 

In den im Jahre 1914 veréffentlichten Arbeiten von Moore und Webster 
finden wir, daB die Autoren den Formaldehyd aus Kohlensiiture und Wasser 
bei Gegenwart anorganischer Katalysatoren unter dem Einflu® des ultra- 
violetten Lichtes erhielten. Als anorganische Katalvsatoren wurden Chlor- 
eisen und salpetersaures Uranyl angewandt. Setzt man ein Quarz- oder 
GlasgefiB mit kohlensiuregesittigtem Wasser den Sonnenstrahlen, aber 
ohne Katalvsatoren, aus, so,erhilt man keinen Formaldehyd und keinen 
Zucker. 

Baly und Heilbronn stimmen mit Moore und Webster nicht iiberein 
und bemerken, dai man bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht den 
Formaldehyd bei lange dauerndem Durchleiten von Kohlensiure durch 
Wasser ohne jegliche Katalysatoren erhalten kann. 

Weiter weisen Baly, Heilbronn und Barker darauf hin, dab die Svn- 
these des Formaldehyds von der Wellenlinge der ultravioletten Strahlen 
abhinet. 

Es ist wohl bekannt, daB die Kohlens&ure die ultravioletten Strahlen 
von sehr kurzer Wellenliange (200) absorbiert und der Formaldehyd etwas 
lingere Wellen (290). Die Synthese muB daher in zwei Stadien verlaufen: 
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An erster Stelle Bildung des Formaldehyds und darauf seine Polymeri- 
sation. Daher miissen die oben genannten Katalysatoren, die von Moore 
und Webster bei der Photosynthese des Formaldehyds angewandt wurden, 
nach der Meinung von Baly und Barker fiir Beschiitzer oder Protektoren 
des gebildeten Formaldehyds gehalten werden. Nach ihren Beobachtungen 
absorbieren wirklich alle Protektoren die Strahlen, welche die Polymeri- 
sation des Formaldehyds hervorrufen. Nach der Meinung von Baly, Heil 
bronn und Barker verlauft der ProzeB der Synthese der Kohlehydrate in 
der lebenden Pflanze photokatalytisch. Als Photokatalysatoren dienen das 
Chlorophyll oder das Carotin. Die Reaktion besteht darin, daB das Chloro 
phyll oder das Carotin das Licht mit der Wellenlinge von 350 44 und mehr 
absorbieren und dann die absorbierte Energie in Form von infraroten 
Strahlen emittieren, welche auf CO, und den Formaldehyd einwirken, 
weshalb die Bildung von Zucker zustande kommt. 

In unserem Laboratorium werden die Arbeiten iiber den Chemismus 
der Photosynthese der Kohlehydrate seit 1910 ausgefiihrt. 

Meine experimentellen Untersuchungen wurden nur in den ersten 
Sommermonaten angestellt, als sich in den jungen Laubblattern wieder 
Lebensprozesse abspielten. 

Die Aufgabe meiner Untersuchungen bestand in folgendem: 
1. die Funktion und die Rolle des Chlorophylls bei der Synthese der 
Kohlehydrate zu studieren; 2. jene Substanz oder jenes Ferment aus- 
zuscheiden, welches die Kohlehydrate synthetisiert; 3. klarzustellen, 
ob das Chlorophyll der griinen Blatter, Kohlensiure und Sonnenlicht 
allein geniigen, oder ob noch andere Katalysatoren notwendig sind; 
4. die Rolle der Wurzelfasern als eines Filters fiir die Salze aus det 
Erde festzustellen. 

Fiir meine Arbeiten wandte ich den Mais, die Erbse, die tiirkische 
Bohne, die Kartoffel und die Birke an. 


I. Untersuchungen mit dem aus den fiinf genannten Pflanzen isolierten 


Chlorophyll. 
Das Chlorophyll wurde mit Alkohol, Ather, Chloroform und 
Ammoniakwasser ausgezogen. Das nach allen diesen Operationen 


erhaltene Chloropayll wurde auf seine synthetisierenden Eigenschaften 
hin untersucht. Kugelférmige GlasgefaBe von 100 com Volumen wurden 
mit der Chlorophyllésung (0.2 auf 100.0 destillierten Wassers) an- 
gefiillt und mit Kohlensaure bei 4°C gesattigt. 

Das vorher in Form einer diinnen Réhre ausgezogene Ende des 
GefaBes wurde gleich nach der Sattigung zugeschmolzen. Das Gefal 
wurde auf 2 Stunden den Sonnenstrahlen ausgesetzt. Darauf erfolgte 
das Offnen und die Ausfiihrung der Reaktionen auf Formaldehyd 
(Reaktion von Warki) und auf Zucker (7Trommersche Probe). Beide 
Reaktionen gaben in allen Fallen negative Resultate, was sowohl auf 
das Fehlen des Formaldehyds als auch des Zuckers hinweist 
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Il. Isolierung des Ferments aus chlorophylthaltigen Zellen. 
In seinem klassischen Werke iiber die Pflanzenphysiologie hat 
J. Sachs seine Beobachtungen tiber die Bildung der Starke in den 
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Abb. 1 


Chlorophyllkérnern (in den chlorophyllhaltigen Zellen) aus der Kohlen- 
siure der Atmosphare unter Zutritt der Luft beschrieben. Abb. 1, Ver- 
lauf der Biindel. Schema der Assimilation von CO, und Starkebildung. 
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Stellt man in ein mit kohlensdiuregesattigtem Wasser gefiilltes 
GefabB junge SpréBlinge und setzt sie den Sonnenstrahlen aus, so bildet 
sich bekanntlich sofort ein Strahl kleiner Gasblaschen, welche aus 
dem Querschnitt des SpréBlings emporsteigen. Stiilpt man vorher 
iiber der Wasseroberflache einen Glaszylinder, der mit Wasser gefiillt 
ist, auf, so kann man darin das sich ausscheidende Gas sammeln; es 
besteht hauptsichlich aus Sauerstoff und Spuren von Stickstoff und 
Kohlensaure. 

Nimmt man nun Blatter, schneidet sie in kleine Stiicke, legt sie 
in eine lange graduierte konische Réhre mit einer Erweiterung nach 
oben, bedeckt den unteren Teil mit Quecksilber und fiihrt eine genau 
abgemessene Menge Kohlensiure ein, und bestimmt man nun nach 
zweistiindigem Stehen die Kohlensiuremenge, so erweist sich, dal 
weniger Kohlensiure und mehr Sauerstoff gefunden wird. — Bringt 
man aber die zerkleinerten Blatter in mit CO, gesattigtes Wasser und 
setzt sie den Sonnenstrahlen aus, so werden sich, wie dies oben erwahnt 
ist. energisch Gasblischen ausscheiden. 

Nach vielen Versuchen tiberzeugte ich mich, daB nach 6fterem 
Wechsel des mit CO, gesattigten Wassers die Entwicklung der Blasen 
bald aufhért. Diese Tatsache weist darauf hin, dab, solange sich in 
den Blattern eine geniigende Menge von Elektrolyten befindet, die 
Assimilation der CO, fortdauert; sobald nun ein Teil der Elektrolyte 
durch haufiges Wechseln des kohlensauren Wassers entfernt wird, 
hért die Assimilation auf. Somit kann die Synthese — die Assimilation 
im Beisein von zwei Komponenten verlaufen: bei Anwesenheit der 
Substanz, die sich in der chlorophyllhaltigen Zelle befindet und im 
Beisein der Elektrolyte, die durch die GefaBbiindel aus den Wurzel- 
fasern zugefiihrt werden. Sobald eine der genannten Komponenten 
auch nur zum Teil entfernt wird, hért die Assimilation auf. 

In meinen Versuchen iiber die Isolierung des Ferments aus den 
chlorophytthaltigen Zellen verfuhr ich aaf folgende Weise. Ich nahm 
etwa 2.0 bis 5,0'g Laubblatter, die aus Samen auf einer Nahrfliissigkeit 
oder einfach in der Erde gewachsen waren, legte sie in kohlensiure- 
haltiges Wasser und setzte sie 15 Minuten lang der Wirkung der Sonne 
aus. Diesen Versuch wiederholte ich so oft, bis sich weiter keine Gas- 
blaschen entwickelten, d. h. so lange, bis man annehmen konnte, dal 
die Assimilation der Kohlensiure beendet war. Aber nun brauchte 
man zu diesen Blattern nur die aus den Wurzelfasern ausgeschiedenen 
Elektrolyte hinzuzuftigen, damit die Assimilation, d. h. die Ausscheidung 


der Gasblaschen, wieder begann. Diese Tatsache iiberzeugte mich 
vollkommen davon, da® fiir die Kohlensiureassimilation zwei Sub- 
stanzen: die Elektrolyte und das Ferment, notwendig sind. Andern- 
falls geht die Synthese nicht vonstatten. Wenn die Assimilation der 
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Kohlensaure durch die chlorophyllhaltigen Zellen aufhért, dann beginnt 
das Ferment in die Lésung iiberzugehen. Anscheinend besitzen die 
Elemente der chlorophyllhaltigen Zelle nicht mehr die Fahigkeit, das 
Kohlenoxyd zu binden, weil einige Elektrolyte fehlen, welche offen- 
sichtlich bei der Kohlensauredissoziation eine grobe Rolle spielten. 
Sind sie nicht vorhanden, dann beginnt das Ferment, in die mit Kohlen- 
siiure gesittigte Lésung tiberzugehen. 


Die Ausscheidung der Fermente. 

Nach der Entfernung einiger Elektrolyte aus den Laubblattern 
wurden die Blatter in feine Lamellen zerkleinert, ins Wasser gelegt, 
bis 4°C abgekiihlt und durch das Wasser Kohlensaure im Laufe von 
30 Minuten geleitet. Die Fliissigkeit wurde von den Blattern abfiltriert 
und die Blatter auf eben dieselbe Weise noch zweimal behandelt. Die 
gesammelten Filtrate wurden in der Kalte in Glasern mit angeschliffenen 
Glasst6épseln aufbewahrt. Auf die beschriebene Weise zog ich die 
Fermente aus allen fiinf genannten Pflanzen aus. 

Die gesammelten Filtrate wurden nach der angefiihrten Bear- 
beitung der Blatter im Vakuumapparat eingedampft und der erhaltene 
geringe Rest untersucht. Der Riickstand stellt eine organische Substanz 
mit geringem Gehalt an Stickstoff (Lasseignesche Probe) dar. 


Ill. Die Ausscheidung der Elektrolyte aus den Wurzelfasern. 

Wir nahmen die Wurzelfasern von denselben Pflanzen, zerkleinerten 
sie im Mérser mit Kristallglas und veraschten im bedeckten Tiegel 
mit schwacher Flamme. Die veraschte Masse wurde mit Wasser aus- 
gelaugt und durch eine Kollodiummembran dialysiert. Die gesammelten 
Dialysate bewahrten wir in gut verschlossenen Glisern in der Kalte 
auf. Auf diese Weise erhielten wir die Elektrolyte aus allen fiinf von 
uns angewandten Pflanzen. 

Um die Fahigkeit des erhaltenen Ferments aus den chlorophyll- 
haltigen Zellen zur Photosynthese festzustellen, stellten wir folgende 
Versuche? an. 

Kin kugelférmiges GlasgefaB mit von zwei Seiten ausgezogenen 
Réhrehen wurde mit der aus den chlorophyllhaltigen Zellen erhaltenen 
Fliissigkeit angefiillt. Durch die Fliissigkeit wurde bei 4° C im Verlauf 
von 25 bis 40 Minuten Kohlensaure geleitet. Das Gefi®B wurde zuge- 
schmolzen und auf 5 Stunden den Sonnenstrahlen ausgesetzt. Nach 
dem Offnen des GefaBes wurde die Analyse ausgefiihrt (s. Tabelle 1). 

Derselbe Versuch wurde auch mit der aus den Wurzelfasern er- 
haltenen Fliissigkeit unternommen, um festzustellen, ob nicht die 
Elektrolyte der Wurzelfasern und das Sonnenlicht dazu geniigen, um 
aus der Kohlensiure Formaldehyd oder Zucker zu erhalten, worauf 
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farben, aber nicht die Form von Starkekérnern zeigen. Es scheint das 
zweite Stadium der Polymerisation, d. h. der Ubergang des Zuckers in 
Stirke, erfolgt zu sein, aber die Starkekérner haben sich nicht in ge- 
niigender Weise formiert. Die angefiihrten Versuche zeigen, dab die 
Kohlehydratsynthese nicht so einfach verlauft, wie das Baly, Heilbronn 
und Barker behaupten. 

Es geniigt nicht, nur Wasser zu nehmen und Kohlensiure unter 
der Einwirkung des Sonnenlichts hindurchzuleiten, sondern es sind 
noch die Elektrolyte der Wurzelfasern dazu unerliBlich. Moore und 
Webster haben Recht, wenn sie darauf hinweisen, dab bei ihnen nicht 
einmal Formaldehyd bei der Einwirkung der ultravioletten und Sonnen- 
strahlen auf das kohlensiurehaltige Wasser gebildet worden ist. 

Meine Versuche wurden nur in GlasgefaBen angestellt unter 
alleiniger Anwendung von Sonnenlicht. Auf diese Weise wurde die 
Versuchsfliissigkeit der Einwirkung aller Strahlen des Spektrums mit 
Ausnahme der ultravioletten ausgesetzt, welche teilweise durch das 
Glas des GefaBes aufgehalten werden. Baly, Heilbronn und Barker 
schreiben der Wellenlinge der Lichtstrahlen eine grobe Bedeutung fiir 
die Photosynthese zu. Da sich aber die Vorginge der Photosynthese 
auch in den Laubblattern der Pflanzen abspielen, die sich in den Treib- 
hausern unter Glas befinden, so halte ich es fiir véllig berechtigt, unter 
analogen Bedingungen zu arbeiten, d. h. sich des Sonnenlichts und 








der GlasgefaBe zu bedienen. 

Dem chemischen Proze der Photosynthese miissen wir meines 
Erachtens noch viel weiter auf den Grund gehen. Wir miissen unser 
Augenmerk auf die tote Natur lenken, aus dessen Reich die Wurzel- 
fasern die seltensten Elemente filtrieren und durch die GefaBbiindel 
in die Werkstatte der griinen Laubblatter hinaufleiten. 

W.Wernadski sagt, daB in der lebenden Substanz alle Elemente, 
die sich in der toten Natur finden, als Bestandteile auftreten. Wir 
miissen denken, daB in den Pflanzen weit mehr Elemente als Bestand- 
teile vorkommen, als wir bisher wissen, und daB es méglich ist, dab 
fiir den Vorgang der Photosynthese irgendwelche spezifische Elektro- 
lyte notwendig sind. 

Stoklasa fiihrt sehr interessante Versuche iiber die Wirkung des 
Radiums auf synthetische (Assimilations-) Prozesse in den Pflanzen 
an; diese Versuche haben die auBerordentlich giinstige Wirkung be- 
stimmter Dosen der Emanation auf die Pflanzenernihrung, auf die 
Anreicherung der Substanz in ihnen erwiesen. Wir wollen die Versuchs- 
anordnung und die Ergebnisse eines von diesen Experimenten bringen : 

Das Wachstum der Pflanzen geschah in Wasserkulturen, d. h. in 
wasserigen Lésungen der Nahrsalze Ca(NO,),, KH, PO,, KCl, MgSO,. 
Das Wasser der Lésungen war in dem einen Falle gewéhnliches, d. h. 
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nicht radioaktiv, in den anderen Fillen ein radioaktives. Die Radio- 
aktivitat des Wassers war 300 M.-E. auf 1 Liter, in jedem GefiB mit 
der Kultur hatte man im Wasser 96 M.-E. Die Wachstumsperiode 
umfabte 46 vegetative Tage, von ihnen entwickelten sich die Pflanzen 
18 Tage unter dem Einflufs der Emanation und in den iibrigen 28 Tagen 
ohne dieselbe. 

Das radioaktive Wasser wurde alle 5 Tage gewechselt, somit 
wirkten wahrend der gesamten Vegetationsperiode auf die Pflanzen 
384 M.-E. ein. Nach dem Ablauf der genannten 46tagigen Vegetations- 
periode betrug bei zehn ganzen Pflanzen das Gewicht der gesamten 
trockenen Substanz: 





Im radioaktiven Wasser Im nicht radioaktiven H,O 


& & 
Pisum Arvense. .....-« 6,873 2,137 
Se 12,887 6,009 
Lupinus Augustifol. . ... 3,793 1,845 
Hordeum distichh ..... 9,075 0,906 


Aus den angefiihrten Zahlen ersieht man, wie stark die Radium- 
emanation auf die Vegetation der Pflanzen wirkt. Wir miissen daran 
denken, daB nicht allein die Radiumemanation, sondern auch viele 
Elektrolyte, welche durch die Wurzelfasern aus der Erde geschépft 
werden, sowohl in den Prozessen der Assimilation als auch des Wachstums 
der Pflanzen eine auBerordentlich groBe Rolle spielen. Aus meinen 
Versuchen geht hervor, daB die Assimilation beim Fehlen gewisser 
Elektrolyte nicht vonstatten geht. 

Auf Grund der erhaltenen Ergebnisse erlaube ich mir folgende 
Schliisse zu ziehen: 

1. Bei der Einwirkung des Sonnenlichts auf destilliertes Wasser, 
das mit Kohlensiure gesittigt ist, findet keine Synthese weder des 
Formaldehyds noch der Kohlehydrate statt. 

2. Bei der Einwirkung des Sonnenlichts auf gewohnliches C0O,- 
gesattigtes Wasser erhalt man Spuren des Formaldehyds. 

3. Das aus den chlorophyllhaltigen Zellen ausgeschiedene Ferment 
stellt eine organische Substanz dar. 

4. Mit dem Ferment allein im mit Kohlensaure gesattigten Wasser 
erhalt man bei der Einwirkung der Sonnenstrahlen weder Formaldehyd 
noch Kohlehydrate (Zucker). 

5. Die Elektrolyte aus den Wurzelfasern synthetisieren im mit 
Kohlensiure gesattigten Wasser unter dem EinfluB des Sonnenlichts 
weder Formaldehyd noch Zucker. 

6. Bei der Vermischung des Ferments aus den chlorophyllhaltigen 
Zellen und der Elektrolyte aus den Wurzelfasern bildet sich nach der 
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Sattigung mit Kohlensiure unter der Einwirkung des Sonnenlichts 
Zucker. 

7. Setzt man ein GefaBb, in dem die Zuckersynthese zustande 
gekommen ist, 4 Tage lang der Sonne aus, so verschwindet der Zucker. 

8. Nach der Verdampfung einer Fliissigkeitsportion, in welcher 
der Zucker verschwunden ist, erhalt man einen geringen Rest. Unter 
dem Mikroskop sieht man runde Kérnchen, welche sich mit Jod schwach 
blau farben, 
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Jodzahibestimmungen an Koprosterin. 


Von 
Hi. Dam. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 2. Mdrz 1925.) 


In einer friiheren Mitteilung') habe ich gezeigt, daB eine Jodzahl- 
bestimmung an Cholesterin, nach Winklers, Hanus’ oder dem Pyridin- 
sulfatdibromidverfahren und mit einem fiir jedes Verfahren charak- 
teristischen MinimalhalogeniiberschuB ausgefiihrt, zu ungefahr tiberein- 
stimmenden Werten fiihrt, die um einige wenige Einheiten iiber der 
theoretischen Jodzahl 65,6 gelegen sind und bei einer Variation des 
Halogeniiberschusses und der Reaktionszeit nur wenig verandert werden, 
wahrend die drei am meisten angewandten Methoden, die von Hiihi, 
Waller und Wijs, zu Zahlen fiihren, die von der theoretischen Jodzahl 
stark abweichen und bei Wijs’ und Wallers Verfahren in hohem Grade 
vom Halogeniiberschu®B abhangen. 

Es war danach von Interesse, zu untersuchen, wie das Koprosterin 
sich den drei Reagenzien gegeniiber verhalt, die mit Cholesterin einiger- 
maBen brauchbare Resultate ergeben. 

Das Koprosterin ist, wie bekannt, eine gesittigte Verbindung, 
und es ware daher zu erwarten, daB es die Jodzahl 0 hatte. 

Ida Smedley Mac Lean und Ethel Mary Thomas*) haben mit 
Hiibls und Wijs’ Reagenzien ein paar Jodzahlbestimmungen an Ko- 
prosterin angestellt und dabei die Werte: Hiih/ 23.8 und 9,3 und 
Wijs 33,2 und 18,2 gefunden. 


Die im folgenden mitgeteilten Untersuchungen wurden an Ko- 
prosterin ausgefiihrt, das aus Menschenfizes gewonnen und durch 
Fallen mit Digitonin, Spalten des Digitonins durch Extraktion mit 
Xvlol in einem Soxhletapparat ohne Stépsel, Abdestillation des X vlols 


1) Diese Zeitschr. 152, 101. 
2) Biochem, Journ. 15, 319, 1921. 
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in Dampfstrom und Umkristallisation des getrockneten Eindampfungs- 
restes aus Aceton, Essigiither, 80 proz. Alkohol und Benzol, im ganzen 
neunmal, gereinigt worden war. Schmelzpunkt 115,4°, korrigiert 

Wegen der verhiltnismaBig geringen zur Verfiigung stehenden 
Menge des Stoffes wurde nur ein Zehntel von den Stoff- und Reagenz- 
mengen angewandt, die man sonst benutzt, und die Titration wurde 
mit n/100 Thiosulfat ausgefiihrt. Die Bestimmungen fanden in 50-cem- 
MeBkolben mit Glasstépsel statt, und das Koprosterin wurde durch 
Abpipettierung einer Atherlésung in die Kolben eingefiihrt, worauf 
der Ather durch Erwarmen und Durchleiten eines Luftstroms ent- 
fernt wurde. 

Die Resultate waren: 


1. Hanus’ Verfahren. 
a) Variation der Koprosterinmenge. 
Zu jeder Probe 1,50cem Reagens + lLeem CHCl. Reaktion=zeit 
15 Minuten. 





Halogenuberschuf im 


Koprosterin Verhaltnis zu derselben 
Gewichtsmenge Cholesterin Jodzahl 
g Proz. 
0,0250 108,5 10,8 
0,0125 317 11,9 
0,00625 735 12.4 


b) Variation der Zeit. 
Dieselben Mengen Reagens und CHCl, wie oben. In jeder Probe 
0,0125 ¢ WKoprosterin. HalogeniiberschuB im Verhiiltnis zu derselben 
Gewichtsmenge Cholesterin 317 Proz. 





Minuten Jodzahl 
10 10,0 
15 11,9 
39 12,2 


2. Winklers Verfahren. 
a) Variation der Koprosterinmenge. 
Zu jeder Probe Leem CCl, + 3ccem etwa m/60 K BrO, + etwa 0.1 g 
festes KBr + Leem 1l0proz. HCl. Reaktionszeit 1 Stunde. 





Halogenuberschuf im 


Koprosterin Verhaltnis zu derselben 
Gewichtsmenge Cholesterin Jodzahl 
8 Proz. 
0,0500 10,7 44.3 
0,0375 47,6 48,2 
0,0250 121 36,2 
0,0125 343 31,6 


0,00625 785 28,1 
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b) Variation der Zeit. 


Dieselben Reagenzmengen wie oben. Zu jeder Probe 0,0250¢ 
Koprosterin. HalogeniiberschuB im Verhiiltnis zu derselben Gewichis- 


menge Cholesterin 121 Proz. 





Minuten Jodzahl Minuten Jodzahl 
15 14.2 85 47.0 
45 33.9 115 709 
60 36,2 | 


3. Das Pyridinsulfatdibromidverfahren. 
a) Variation der Koprosterinmenge. 


Zu jeder Probe 1 cem CHCl, + 2cem Reagens. Reaktionszeit 5 Mi- 
nuten. 





Halogenuberschuf im 


Koprosterin Verhaltnis zu derselben 
Gewichtsmenge Cholesterin Jodzahl 
2 Proz. 
0.0375 > 65 94 
0,0250 40,2 95 
0,0125 180 11,5 
0.00625 465 12,1 


b) Variation der Zeit. 
Dieselbe Menge CHC], und Reagens wie oben. 


1. In jeder Probe 0,0250 g Koprosterin. HalogeniiberschuS im Verhiiltnis 
zu derselben Gewichtsmenge Cholesterin 40,2 Proz. 





Minuten Jodzahl 
2 90 
5 95 
10 10.6 


2. In jeder Probe 0,00625 g Koprosterin. Halogeniiberschu im Ver- 
haltnis zu derselben Gewichtsmenge Cholesterin 453 Proz. 





Minuten Jodzahl 
2 0,1 
5 12,1] 
10 ‘ 


Man sieht, daB Hanus’ Verfahren und das Pyridinsulfatdibromid- 
verfahren einigermaBben konstante und unter sich iibereinstimmende 
Jodzahlen von etwa 10 ergeben, wahrend Winklers Verfahren zu weit 


héheren Werten fiihrt, die auBerdem mit der Reaktionszeit stark 


wachsen und sonderbarerweise bei zunehmender Halogenmenge ab- 
nehmen, wenn diese eine gewisse GréBe erreicht hat. 
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Wenn man an der Hand von Jodzahlen die Koprosterinmenge 
in einer Mischung von Koprosterin und Cholesterin bestimmen will, 
hat man entweder Hanus’ Verfahren oder das Pyridinsulfatdibromid- 
verfahren zu benutzen. Von diesen beiden ist letzteres vorzuziehen, 
da man sich dabei, wie friiher gezeigt, mit einem geringen Halogen- 
iiberschuB begniigen kann, wahrend Hanus’ Verfahren einen Halogen- 
iiberschuB von mindestens 200 Proz. erfordert, um an Cholesterin 
konstante Jodzahlen zu ergeben. 

Da ferner die gewéhnlichen Jodzahlreagenzien, von dem W inkler- 
schen abgesehen, eine etwas variierende Zusammensetzung haben 
kénnen und namentlich einer Veranderung beim Aufbewahren aus- 
gesetzt sind, kann es zweckmabig sein, gleichzeitig mit der Ausfiihrung 
der Analyse selbst Kontrollbestimmungen an reinem Koprosterin und 
Cholesterin anzustellen. 

Ein Beispiel einer solchen Analyse mittels des Pyridinsulfat- 
dibromidverfahrens ist : 

Cholesterin und Koprosterin wurden je fiir sich in Ather gelést, 
und durch Abpipettieren und Abdampfen des Athers wurden sechs 
verschiedene Proben von je 0,0250g gewonnen, deren Koprosterin- 
gehalt von 0 bis 100 Proz. schwankte. Zu jeder Probe 1 cem CHCl, 

2cem Reagens. Reaktionszeit 5 Minuten. 


Aus der Jodzahl J wurde der Koprosterinprozentsatz 2 nach der 
Gleichung 





x 100—z ._ 
100 84 + 100 67,3 J 
berechnet. 
Koprosterin Cholesterin lodzahl ee «| alpen 

& g Prez Proz 

06,0250 0 8.4 100 -— 
0.0200 0.0050 20.3 80 799 
0.0150 0,0100 32,1 60 59.8 
0,0100 0.0150 44.1 40 39.8 
0,0050 0,0200 46.5 20 18,3 

0 0.0250 67.3 0 — 


Die Resultate sind befriedigend, man kann aber selbst verstandlich 
bei kleinen Koprosterinprozenten nicht auf groBe relative Genauigkeit 
rechnen. 


Inwiefern die Jodzahl sich auch zur Bestimmung der Menge von 
Koprosterin und eventuell £-Cholestanol in Mischungen mit Chol- 
esterin und Phytosterinen anwenden lat, wird den Gegenstand einer 
spateren Untersuchung bilden. 
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Zusammenfassung. 
Hanus’ Verfahren und das Pyridinsulfatdibromidverfahren ergeben 
an Koprosterin einigermaBen konstante Jodzahlen (ungefahr 10). 
Winklers Verfahren ergibt weit héhere Werte, die auBberdem mit 
der Halogenmenge und der Reaktionszeit stark schwanken. 
Mittels des Pyridinsulfatdibromidverfahrens kann man auf rein 
empirischer Grundlage den Koprosteringehalt einer Mischung von 


Koprosterin und Cholesterin bestimmen. 























Beobachtungen 
iiber die hypoglykimischen Symptome bei Kiihen. 


Von 
Erik M. P. Widmark und Olof Carlens. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 


(Eingeqangen am 2. Mdrz 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im AnschluB an unsere Versuche, den Symptomenkomplex der 
Geburtsparese bei Kiihen als die Folgen einer Hypoglykamie zu erklaren, 
haben wir unten geschilderte Versuche iiber die Wirkung des Insulins 
bei diesen Tieren ausgefiihrt. Wie bekannt, sind die Symptome, die 
bei Insulinvergiftung auftreten, bei verschiedenen Tierarten verschieden. 
Bei Kaninchen und Mausen auBert sich die Insulinvergiftung in kraftig 
einsetzenden Krimpfen, die bis zum Eintritt des Todes andauern'). 
Beim Menschen und Hunde ist das Symptomenbild von anderer Art 
Hier tiberwiegt der Komazustand, und nur auberst selten hat man 
einen Krampfzustand beobachten kénnen. Bei Kiihen ist die Geburts- 
parese im vollkommen entwickelten Zustande durch ein Koma ohne 
irgendwelche Krimpfe gekennzeichnet. Ist unsere Theorie richtig, 
daB dieser Zustand durch einen Mangel an Glucose im Blute entsteht, 
so sollte man auch finden, daB die Wirkung des Insulins bei diesen 
Tieren zum gleichen Symptomenbild fiihrt. Mit anderen Worten, die 
Versuche zielten darauf ab, festzustellen, ob die Insulinvergiftung bei 
Kiihen sich als Krampf auBert oder nicht. Es ist dies ein Versuch, 
den Symptomenkomplex der Geburtsparese auf kiinstlichem Wege 
hervorzurufen. 

Diese Versuche konnten unter besonders giinstigen Umstanden 
durchgefiihrt werden. Dem Vorstand der Insulinfabrik in Kopenhagen, 
Dr. med. H.C. Hagedorn, sind wir fiir das unentgeltliche Cherlassen 
von 5000 Einheiten Insulin zu Dank verpflichtet. Ferner haben wir 
von der ,,Kungliga Medicinalstyrelsen* die Erlaubnis erhalten, unsere 


1) Wie wir uns durch vor kurzem ausgefiihrte Versuche iiberzeugen 
konnten, treten auch bei Schweinen Krimpfe auf. 
Biochemische Zeitschrift Band 155. 6 
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Versuche an Kiihen auszufiihren. die auf Grund der herrschenden 
Maul- und Klauenseuche zur Schlachtung bestimmt gewesen sind. 
Hierdurch hat uns ein erheblich umfangreicheres Versuchsmaterial 
zur Verfiigung gestellt werden kénnen, als unter normalen Verhaltnissen 
moglich gewesen wire. 

Einige vorbereitende Versuche wurden im Schlachthaus zu Malmé 
ausgefiihrt, wo zwei ungefahr 600 kg schwere Kiihe 600 bzw. 400 Leo- 
Einheiten Insulin erhielten. Leider konnte die Beobachtung der Tiere 
nicht langer als ungefaihr 2 Stunden fortgesetzt werden, da diese un- , 
mittelbar geschlachtet werden sollten. Die Versuche zeigen jedoch, 
das diese Insulinquantitaten eine deutliche Herabsetzung des Blut- 
zuckergehalts bewirkten, was ungefihr 1 Stunde nach der Injektion 
zu bemerken war. Bei den niedrigsten Blutzuckerkonzentrationen, 
0.053 und 0,043 Proz., konnten keine hypoglykimischen Symptome 
beobachtet werden. Die erhaltenen Blutzuckerwerte sind in den 
Tabellen I und II wiedergegeben. 


Tabelle 1. 


12. Januar 1925. Nr. 53. Stark milehgebende Kuh der schwarzscheckigen 
schwedischen Niederungsrasse. Erhielt subkutan 400 , Leo*-Einheiten Insulin. 





. Blutzucker- . Blutzuckers 
~~ a. Bemerkungen wy konzentration Bemerkungen 
Proz. Proz 
3’ 0.075 69’ — Temp. 38,6° 
20 — Temp. 39,2 9] 0.043 
30 0.075 107 — Temp. 38,4 
62 0.060 112 0.045 





Tabelle Il 
12. Januar 1925. Nr. 88. Stark milehgebende Kuh der schwarzscheckigen 
schwedischen Niederungsrasse. Erhielt subkutan 600 ,Leo*-Einheiten Insulin. 





« ; ‘ a 3 >kers 
ae Se ee Bemerkungen a oe Reraee l Bemerkungen 
Proz Proz. 
, 
Vorher 0,073 61’ 0.070 
s’ —- Temp 39,00 90 0.063 
30 0.074 98 ~- Temp. 38,2 
60 — Temp. 38,4 101 0.054 





Die Versuche wurden spiater auf einem Landgut fortgesetzt; dort 
wurden fiinf Tieren etwa 6 Stunden nach der letzten Fiitterung 
wechselnde Mengen Insulin subkutan injiziert. Zwei derselben erhielten 
je 500 Leo-Einheiten. Ein Tier erhielt 400, ein anderes 300 und das 
letzte schlieBlich 200 Einheiten. Die Zeit lieB es nicht zu, die Ver- 
anderungen der Blutzuckerkonzentration an mehr als zwei der Tiere 
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genauer zu verfolgen, namlich an Broga mit 500 Einheiten und an 
Lina mit 400 Einheiten. AuBerdem wurde eine Blutzuckerbestimmung 
an Blanda ausgefiihrt, die 200 Einheiten erhalten hatte. Die Be- 
stimmung wurde vorgenommen, sobald die hypoglykamischen Sym- 
ptome ihren Héhepunkt erreicht hatten'). Die Veridinderungen des 
Blutzuckergehaits, die in den Tabelle III und IV fiir Broga und Lina 
wiedergegeben werden, zeigen auch hier eine deutliche Wirkung der 
Insulininjektion. Deutliche auBbere Symptome der Insulinwirkung 
wurden nur an zwei Fallen beobachtet. nimlich an Broga und Blanda. 
Die letztere hatte nur 200, die erstere 500 Einheiten erhalten. 


Tabelle 111. Broga. 





Blutzucker- Blutzucker- 
Zeit konzentration Bemerkungen Zeit konzentration Bemerkungen 
Proz Proz 

12h30' 0,084 Temp. 38.3 4h45' 0,030 

12h30'— 12h35’ == 500 Einh. Insulin 5 17 — Lutteinblasung 
1b35’ 0.041 5 25 —_ Temp. 38,2 
2 40 0.0388 5 35 — Volistand. Koma 
2 45 —_ Temp. 38,3 5 50 0047 
3 50 0.030 6 10 -- Einige spontane 
3 55 — Wackelt Bewegungen 
410 — Fallt nieder 6 37 0,048 





Tabelle IV. Lina. 








Blutzucker- Blutzucker- 
Zeit konzentration Bemerkungen Zeit konzentration Bemerkungen 
Proz. Proz 
12h40' 0,076 Temp. 38,3' 3h55' 0.044 
12h40—12h45' — 400 Einh. Insulin 4 55 0,057 
[h40/ 0,052 5 55 0,062 
2 45 0,049 Temp. 38,2 


Die Entwicklung des Symptomenbildes bei diesen zwei Tieren 
war die folgende: 

Broga: 3 Stunden nach der subkutanen Injektion von 500 Ein- 
heiten Insulin beobachtete man am Tiere eine nach vorn strebende 
Bewegung, so daB es unter den Baum vorzudringen versuchte, der 
das Tier vom gemeinsamen Futtergang trennte. Es mubte mit einem 
Strick hiervon zuriickgehalten werden. Nach 3 Stunden 25 Minuten 
begann das Tier langsam zu wackeln. 15 Minuten spiter fiel das Tier 
spontan nieder und lag anfangs mit erhobenem Kopfe. Nachher wurde 
beobachtet, daB es den Kopf wiederholte Male seitwarts und riickwarts 


1) Bestimmungen nach der Mikromethode von Bang. Blut aus den 


Ohrvenen. 


“* 
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gegen den Bug wendete und diese Stellung wahrend langerer Zeit 
beibehielt: genannte Stellung ist fiir die Geburtsparese charakte- 
ristisch Nach abermaligem Verlauf einiger Zeit legte sich das Tier 
ganz auf die Seite und streckte Kopf und Hals gegen den Boden. Nun 
konnte es den Kopf mcht mehr vom Boden erheben. Irgendwelche 
Spuren von Krimpfen konnten nicht beobachtet werden. Dieser 
Zustand dauerte bis zur NSchlachtung, ungefahr 19 Stunden nach der 
Injektion. 5 Standen 17 Minuten nach Ausfiihrung der Injektion 
wurde Luft in das Euter eingeblasen, doch ohne irgendwelchen Erfolg. 





Abb. 1 
Liegend: Lroga nach einer subkutanen Injektion von 500 Leo-Einheiten Insulin. Niedrigste Blut 
zuckerkonzentration 0.030 Proz. Man heachte die bei Geburtsparese typische Kopfstellung. 
Stehend dahinter: Lina nach einer Gabe von 400 Einheiten Insulin. Niedrigste (Blutzucker- 
konzentration 0,044 Proz 


Als die hypoglykimischen Symptome aufzutreten begannen, war der 
Blutzuckergehalt, wie sich aus der Tabelle ergibt, von 0.084 auf 
0,030 Proz. gesunken. Nach 5 Stunden 50 Minuten begann bereits 
eine deutliche Erhéhung des Blutzuckergehalts einzutreten, die Wirkung 
des Insulins begann also abzuklingen, der Komazustand blieb jedoch 
auch nach diesem Ansteigen des Blutzuckergehalts bestehen. Das 
Bild zeigt das Tier mit der typischen Kopfstellung. 

Blénda, die nur 200 Ejinheiten erhalten hatte, verhielt sich auf 
ungefiaihr die gleiche Weise wie das obige Tier. Es war vielleicht noch 


schwieriger, dieses Tier daran zu hindern, die Beine nach vorn in den 
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t Mittelgang zu strecken. Zuerst ging es in die Knie, soweit nach vorn 
. als méglich, streckte die hinteren Extremitiaten nach riickwarts und 
; nach 3 Stunden legte sich das Tier und konnte nun nicht mehr zum 
Erheben gebracht werden. Die Konzentration im Blute betrug hierbei 
} 0,037 Proz. Allmahlich entwickelte sich auch bei diesem Tiere ein 
: vollstandiges Koma, welches bis zur Schlachtung, etwa 14 Stunden 
nach der Injektion, andauerte. Wiahrend der Zeit, da wir das Tier 
beobachteten, konnte keinerlei Krampfsymptom bemerkt werden, 
doch wurde uns mitgeteilt, dab das Tier spater wahrend der Nacht 

eine gewisse Steifheit der vorderen Extremitaten gezeigt haben soll. 

Das im Bilde im Hintergrund stehende Tier, Lina, erhielt 400 Ein- 

heiten. Die Veranderungen in der Blutzuckerkonzentration ergeben 

sich aus Tabelle LV. Der Blutzuckergehalt sank von 0,076 bis auf 

0,044 Proz., was nach 3 Stunden und 15 Minuten eintraf. Irgendwelche 

anderen hypoglykimischen Symptome konnten am Tiere nicht beob- 





achtet werden. 

Aus friiher ausgefiihrten Bestimmungen des Blutzuckergehalts 
an normalen Kiihen geht hervor, daB noch bei einer so niedrigen Blut- 
zuckerkonzentration wie 0.05 bis 0,04 Proz. keine hypoglykimischen 
Symptome auftreten. Bei einem von uns friiher untersuchten Vieh- 
bestand, der nur mit Zuckerriibenblattern gefiittert wurde'), lagen 
ungefahr 30 Proz. simtlicher Blutzuckerbestimmungen zwischen den 
eben angegebenen Werten. Die hypoglykimischen Symptome, die 
jetzt beobachtet wurden, traten in einem Falle mit einer Blutzucker- 
konzentration von 0,030 und in einem anderen Falle bei einer Kon- 
zentration von 0,037 Proz. auf. Hieraus ergibt sich, dab die Herab- 
setzung des Blutzuckergehalts, die bei Kiihen hypoglykamische 
Symptome hervorruft, oft nur ganz unbedeutend zu sein braucht. 
Wahrend beim Menschen der normale Blutzuckergehalt auf ungefabr 
die Halfte, oder von 0,10 bis 0,08 auf 0,05 bis 0,04 Proz. vermindert 
werden mu, bedarf es bei stark milchgebenden Tieren mitunter nur 
einer Herabsetzung von 0,04 auf 0,03 oder weniger, um die hypo- 
glykamischen Symptome hervorzurufen. Hieraus geht des weiteren 
hervor, in welcher empfindlichen Situation sich diese Tiere hinsichtlich 
der Regulierung der Blutzuckerkonzentration befinden. 


Zusammenfassung. 

1. In zwei Fillen wurden durch subkutane Injektion von 500 
bzw. 200 ,,Leo"-Einheiten Insulin hypoglykamische Symptome an 
Kiihen hervorgerufen. In diesen Fallen betrugen die niedrigsten beob- 
achteten Blutzuckerkonzentrationen bzw. 0,030 und 0,037 Proz. Die 


') Diese Zeitsehr. 1925. 
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hypoglykamischen Symptome bestehen in einer allmahlich auftretenden 
Erlahmung und BewuBtlosigkeit, die von der gleichen Art zu sein 
scheinen wie die hypoglykimischen Symptome, die an Hunden und 
Menschen auftreten. Kriimpfe kamen nicht vor. Das Symptomenbild 
erinnert in seinen Einzelheiten an den Symptomenkomplex der Geburts- 
parese. 

2. Da der Blutzuckergehalt schon bei normalen, stark milchgeben- 
den Kiihen oft auf 0.04 Proz. sinken kann und die beobachteten hypo- 
glykimischen Symptome bereits zwischen 0,04 und 0,03 Proz. auf- 
getreten sind, ergibt sich, da} die Herabsetzung, die zur Hervorrufung 
der hypoglykimischen Symptome erforderlich ist, eine sehr unbedeutende 


und verhaltnismibig viel geringere als beim Menschen ist. 




















Untersuchungen iiber Diastase. 


I. Mitteilung: 
Cber die Nichteinheitlichkeit der Gerstenmalzdiastase. 


Von 
Viktor Syniewski. 


(Aus dem gérungschemischen und mykologischen Institut der 
Technischen Hochschule in Lemberg.) 


(Eingegangen am 2. Mdrz 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Den ProzeBb, welchen Diastase, auf Starke einwirkend, auslést, 
nannten die ersten Chemiker, die sich damit befaBten, iibereinstimmend 
mit den Praktikern der Garungsgewerbe einfach ..Verzuckerung”, 
weil dabei eine siibe Substanz, also wohl Zucker, so folgerte man, ent- 
stand. Da hier nun von einem VerzuckerungsprozeB die Rede war, 
ist es selbstverstindlich, daB man damals unter Diastase auch nur 
eine einzige Substanz verstand. Wenn hier und da. besonders von 
Praktikern, abweichende Ansichten verlautbart wurden, so wurden 
sie ohne geniigende Begriindung in die Welt geschickt. 

So stand die Angelegenheit bis zam Jahre 1877, in welchem Maercker 
in seinem bekannten Handbuch der Spiritusfabrikation die aus der Brennerei 
praxis langst bekannte Tatsache in der Literatur festlegte, daB dem Malze 
auSer der ..verzuckernden*® Kraft auch eine sogenannte .stirkeverfliissi- 
innewohne; hierbei dachte man aber noch an nur eine 
Fiinf Jahre spiter aber (1882) ver 


gende* Diastase 
als den Triiger dieser beiden Kriifte. 
Offentlichten Dubrunfaut und Cuisinier') ihre Theorie iiber das Vorhanden 
sein zweier Enzyme in der Diastase, nimlich ihrer Dextrinase, die dextrin 
bildend, also ,,verfliissigend** wirke, und ihrer Maltase, die sich ,,.verzuckernd”’ 
betatige. In dieser zum erstenmal auftauchenden ,,Zweienzymtheorie” 
kennen die angefiihrten Autoren noch immer nur ein einziges ,,.verzuckerndes 
Enzym, die damalige Maltase. 

Auf die erste Spur, daB es zwei verzuckernde Enzyme gebe, kommt 
erst Lintner®), und zwar im Jahre 1887; GewiBheit aber erlangt er dariiber 
(mit Eckhardt) erst in den Jahren 1889 bis 18904), Eins dieser verzuckernden 
Enzyme ist in der Gerste vorhanden, das andere in dem aus diesem Getreide 


') Mémoire sur la saccharif. des fécules. Paris 1882, S. 140. 
Journ. f. prakt. Chem., N.F., 36, 481. 


2) Studien tiber Diastase. 
3) Ebendaselbst 41, 91. 
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dargestellten Malze. Was die Art des hervorgerufenen Prozesses anbelangt, 
sind sich, nach diesem Forscher, beide Enzyme gleich: Sie verzuckern 
Stirke so, daB neben Dextrinen Maltose entsteht. Verschieden sind sie nur 
darin, daB ihr Wirkungsoptimum bei verschiedenen Temperaturen liegt. 
Kurz darauf (1890) bestaitigen Brown und Morris!) den Befund Lintners 
und finden auBerdem, daB die beiden Enzyme geliste Starke zwar gleich- 
artig verzuckern, auf ungeléste Stairkekérner jedoch, und zwar auBerlich, 
verschieden wirken: Gerstendiastase verzuckert die Korner langsam ohne 
Korrosion, Malzdiastase aber korrodiert dieselben hierbei so, daB sie mit 
der Zeit zerbréckeln. Diese Forscher geben der Gerstendiastase den Namen 
Translokationsdiastase, und Malzdiastase benennen sie Sekretionsdiastase. 

Die Theorie Lintners sowie die von Brown und Morris sind somit, 
wenn von .Malzdiastase die Rede sein soll, eigentlich .,.Einenzymtheorien”’, 
da sie im Malze nur ein einziges ,,verzuckerndes** Enzym anerkennen: 
das andere ist in der Gerste vorhanden. Aber auch die Zweienzymtheorie 
Dubrunfaut und Cuisiniers ist, wenn von ,,rerzuckernden” Enzymen zu 
sprechen ist, ebenfalls nur eine Einenzymtheorie; das andere Enzyvm, das 
sie in der Malzdiastase annehmen, ist bloB ein ,,verfliissigendes”’ 

Der Dubrunjaut und Cuisinierschen ahnliche, aber einer richtigen 
Zweienzymtheorie bedeutend nihere Ansichten vertreten spiiter W7js- 
mann?) and Beitjerinck®). Wijsmann benennt eines seiner Enzyme ebenfalls 
Maltase, das andere Dextrinase, also ebenso wie Dubrunfaut und Cursinier. 
nur ist bei Wijsmann die Wirkungsweise dieser Enzyme gerade umgekehrt 
wie bei den letzteren Autoren. Diese Wirkungsweise veranschaulicht der 
letztere Forscher durch nachfolgendes Schema: 


Marke wird umgewandelt durch 








Maltase Dextrinase 
in in 
Maltose und Erythrogranulose, Maltodextrin, 
welche durch Einwirkung welches durch Einwirkung 
von Dextrinase von Maltase 
zu PAN 
Leukodextrin wird. Maltose wird. 


Maltase ist nach Wijsmann bereits im rohen Gerstenkorn vorhanden, 
Dextrinase aber erst im gemalzten, aus dem es von Maltase befreit erhalten 
wird durch Erhitzen des Malzauszuges auf 75°. 

Die Theorie Wijsmanns ist eine Verschmelzung der Theorien Lintners 
bzw. Browns mit der Dubrunfaut und Cuisinierschen. Freilich ist Wijs- 
mann selbstandig zu ihr gekommen: hat er sie doch in demselben 
Jahre (1890) veréffentlicht, wie Lint:er die seinige. Die Wijsmannsche 
Theorie kam unzweifelhaft (was aus dem Spiiteren zu ersehen sein 
wird) der Wahrheit viel niher. als die vorher genannten, jede fiir sich, 
hatte aber leider keinen durchschlagenden Erfolg, sowohl wegen der 
Schwiachen in der Beweisfiihrung*) als auch im besonderen deshalb, weil 


1) Researches on the germination of some of the Gramineae, Journ. 
Chem. Soe. 57, 493. 





2) La diastase consid. comme un melange de maltase et de dextrinase. 
Recueil des travaux chimiques des Pays-Bas. 9, 1. 

3) Centralbl. f. Bakt., If. Abt., 1, 265. 

*) Siehe z. B. Green, Die Enzyme (iibersetzt von Windisch), 5S. 62. 
Berlin 1901, 
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nach ihr das Endresuitat der Verzuckerung der Starke je nach der Reihen- 
folge der Einwirkung der beiden von ihm angenommenen Enzyme ver 
schieden ausfallen miiBbte, was mit den schon damals bekannten Beob- 
achtungen tiber den tatsichlichen Verlauf der Stirkeverzuckerung nicht 
zur Ubereinstimmung zu bringen war. Beijerinck!) wart Wijsmann be 
sonders noch vor, dai des letzteren Dextrinase, die durch Erhitzen des 
Malzauszuges erhalten wurde, ein hierbei erhaltenes Kunstprodukt sei. 
Er anderte, verbessernd, wie er meinte, die Wijsmannsche Theorie, indem 
er das Vorhandensein der Dextrinase nicht’ anerkannte und an Stelle 
dieses Enzyms neben Maltase die Existenz eines anderen, wirklichen, 
natiirlichen Enzyms, von ihm Granulase ygenannt, annahm, und dem 
er auch eine andere Wirkungsweise zuschrieb. 

DaB diesé mehr oder weniger geistreichen Theorien iiber die Nicht- 
einheitlichkeit der Malzdiastase einen allgemein durchschlagenden Ertolg 
in der Tat nicht hatten, beweisen weitere Arbeiten auf diesem Gebiete, 
hbesonders z. B. die Osbornes?) und Wroblewskis*), welche Forscher die 
Méglichkeit des Vorkommens zweier diastatischer Enzyme im Malze wohl 
ignorierten, da sonst ihre Arbeiten iiber die ..chemische Zusammensetzung” 
und den .,,chemischen Charakter** der Diastase zwecklos gewesen wiren 
und kemen Sinn gehabt hiatten. 

Den Glauben an die Zusammengesetztheit der Malzdiastase lieBen 
aber nicht alle Chemiker fallen; es fanden sich immer welche, die weitere 
Anstrengungen in dieser Materie machten. Einen meiner Ansicht nach 
sehr rationellen und héchst originellen Weg zum wenigstens qualitativen 
Nachweise, daB es im Malze zwei oder mehr diastatische Enzyme gebe, 
betrat Seyffert (1898) *), der schlieBlich zu der Uberzeugung gelangte, dai 
am Staérkeabbau mindestens drei Enzyme beteiligt sind, ohne aber leider 
weder etwas Naheres tiber die Art dieser Enzyme, noch etwas Genaueres 
iiber ihre Wirkungsweise zeigen zu kénnen. 

Aus obiger stark gekiirzten Darstellung des historischen Hergangs 
unserer Vorstellungen iiber die Einheitlichkeit bzw. Zusammengesetzt- 
heit der Malzdiastase ist zu ersehen, dap diese Frage trotz vieler, zumeist 
auch hervorragender Arbeiten auf diesem Gebiete noch nicht vollkommen 
gelést worden ist. Als Ergebnis der bisher veréffentlichten Unter- 
suchungen iiber dieses Thema steht zwar eines fest, nimlich, dab jenes 
Agens aus Gerstenmalz, das die Hydrolyse der Starke katalysiert. 
nicht einheitlich ist, sondern aus mindestens zwei, wenn nicht drei 
Enzymen besteht, aber dariiber hinaus, und zwar sowohl iiber die 
Art der Komponenten der Gesamtdiastase, als auch dariiber, was 
fiir Prozesse es sind, welche jede von ihnen auslést denn ,,Ver- 
fliissigung und ,,Verzuckerung™ sind doch zu allgemein gehaltene 


Le. 

2) Chem. Natur der Diastase, Chem. Ber. 29, 1159; Amer. Chem. 
Soc. 1S. 

8) Uber die chemische Beschaffenheit der Diastase, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 24, 173. 

*) Untersuchungen iiber Gerstenmalzdiastase, Zeitschr. f. d. ges. 
Brauwesen, 21, 195 und 611; siehe auch meine Abhandlung in Liebigs Ann. 


309, 300. 
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Begriffe —. gehen die Meinungen der einzelnen Forscher stark aus- 
einander. Dies wird man auch ganz natiirlich finden, wenn man be- 
denkt, daB die Enzyme bis jetzt iiberhaupt noch immer nur dann als 
verschieden erkannt und anerkannt werden, wenn man sie entweder 
spezifisch nur auf chemisch verschiedene Substrate wirken sieht, oder 
aber, wenn man bei ihrer Einwirkung auf ein und dasselbe Substrat 
die hierbei entstehenden Zersetzungsprodukte als verschieden zu unter- 
scheiden versteht, wir aber unsere Diastase zwar als nur auf Starke 
einwirkend kennen, jedoch die Starkesubstanz selbst und besonders 
die aus ihr durch diastatische Einwirkung entstehenden Produkte 
trotz einer Unzah! von Untersuchungen bisher noch zu unvollkommen 
kannten, um sie genau zu unterscheiden zu verstehen und darauf 
eine Vorstellung dariiber griinden zu diirfen, ob das betreffende diasta- 
tische Praparat diese oder jene Diastase vorstellt, bzw. ob es einheitlich 
oder zusammengesetzt ist. 

Die jeweiligen Vorstellungen iiber die Zusammensetzung der 
Starkekérner und den Bau der Starkesubstanz sowie der Produkte 
der diastatischen Hydrolyse der letzteren iibten auch immer eine Riick- 
wirkung auf die Vorstellung iiber die Diastase aus. Als letztes Beispiel 
des oben Gesagten diene die Theorie Maquennes'). Dieser Forscher 
kam auf Grund einiger Experimente zu der Ansicht, dab die Starke- 
k6rner aus zwei, nach ihm wohl unterscheidbaren Substanzen bestehen, 
nimlich aus etwa 80 Proz. der sogenannten Amylose und aus 20 Proz. 
Amylopectin. Nach ihm ist Amylose in kochendem Wasser léslich, 
Amylopectin quillt aber darin nur zu Kleister auf; Amylose kann 
durch Diastase weitgehend, und zwar bis zu 100 Proz., in Maltose um- 
gewandelt werden, Amylopectin aber nur in Dextrin. Diese Vorstellung 
iiber die Zusammensetzung der Stairkekérner hat bei Maquenne gleich 
eine entsprechende Meinung iiber die Komponenten der Diastase 
hervorgerufen: Auf Amylose verzuckernd wirkt nach diesem Forscher 
Amylase, auf Amylopectin aber ein anderes Enzym, die Amylopectinase. 
Wie aber Maquenne Amylopectin von Amylose noch nicht getrennt 
hat?), ebensowenig wird er auch wohl eine Amylopectinase von Amylase 
trennen kénnen bzw. zu unterscheiden verstehen, und in dem Augen- 
blick, in welchem seine Theorie”) tiber die Zusammensetzung der 
Starkekornsubstanz fallen wird, wird auch seine Amylopectinase mit 
der Amylase zusammen wieder zu Diastase werden, und zwar zur 
Diastase Payens und Persoz’ aus dem Jahre 1833. Bevor wir nicht 
reines Amylopectin und reine Amylose sicher in Hinden haben und 
nicht gezeigt wird, daB ein diastatisches Praparat nur auf Amylopectin 


') Recherches sur l’'amidon et sa saccharification diastasique, Ann. d. 
Chim. et de Phys. 8., série IX. p. 179. 
2) le., S. 216. 
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einwirkt, das andere aber nur auf Amylose, solange wird man an 
Amylopectinase bzw. an Amylase im Sinne Maquennes kaum glauben 





diirfen. 

Die enzymatischen Komponenten der zusammengesetzten Diastase- 
praparate bzw. ihrer Losungen miissen also vorerst voneinander getrennt 
werden, wenn man sie und ihre Wirkungsweise auf Starke naher kennen- 
lernen will. 

Einen viel verheibenden Weg in dieser Richtung schienen Frdnke/ 

: und Hamburg') eingeschlagen zu haben. 

Schon Wijsmann*) und Griiss*) schrieben den beiden, von ihnen 
in der Diastase angenommenen diastatischen Enzymen verschiedenes 
Diffusionsvermégen zu, und Frankel und Hamburg versuchten diese 
Eigenschaft zur Trennung jener Enzyme auszunutzen. Dies gelang 
ihnen jedoch bis jetzt leider nur zum Teil. Sie dialysierten ihre an- 
scheinend schon ziemlich reinen Diastaselésungen gegen gekochtes 
Brunnenwasser, und es zeigte sich, dai in das Wasser vornehmlich 
die verzuckernde bzw. die verzuckernden Diastasen tibergehen, innerhalb 
der Dialysiermembran aber hauptsachlich die verfliissigenden Enzyme 
zuriickbleiben. Vom Ausgang weiterer Versuche in dieser Richtung, 
wenn sie tiberhaupt nicht véllig unterlassen wurden, steht aber der 
Bericht noch aus‘), 


Eine Reihe von Versuchen gewahrte mir seinerzeit®) einen tieferen 
Einblick in die Struktur der Stirkemolekel. Eines der Ergebnisse 
dieser Untersuchungen war die Erkenntnis, dali zwischen den die 
Starkemolekel bildenden Glucoseresten fiinf Arten von Atherbindungen 
vorhanden sind. Diese Bindungen teile ich in zwei Gruppen ein: 

a) Carbinolbindungen, an deren Bildung durch Wasseraustritt 
Hydroxyle von nur Alkoholgruppen (H .C—OH oder H—CH .OH) 
teilnehmen; nach ihrer hydrolytischen Spaltung erscheint keine Atom- 
gruppe, welche Fehlingsche Lésung reduzieren wiirde. 

b) Carbonylbindungen, an deren Entstehung durch Wasseraustritt 
wenigstens ein Carbonyl 


| H H OH \ 
| C—OH bzw. O=—O oder C bzw. C 0] 
\ oO | \OH 


') Versuche zur Herstellung von Reindiastase, Hofmanns Beitr. 8S, 308. 

*) lie. 

8) Uber das Verhalten des diastatischen Enzyms in der Keimpflanze, 
Pringsheims Jahrb. 26, 379%. 

*) Siehe die Kritik F. Miinters in ..UCher Reindiastase, Landw. 
Jahrb. 89, Erganzungsheft 3, 8. 311. 

5) Uber die Konstitution der Starke. II, Liebigs Ann. 324, 212. 





92 V. Syniewski: 


teilnimmt; nach ihrer hydrolytischen Spaltung wird selbstverstandlich 
Carbonyl frei, das Fehlingsche Lésung reduziert. 

Die Starkemolekel stelle ich mir als aus Glucoseresten auf nach- 
folgende Weise durch Vermittlung der fiinf erkannten Bindungsarten 
aufgebaut vor: 

Drei Glucosereste sind miteinander durch je eine Carbonylbindung 
zu einem ringférmigen Komplex zusammengesetzt; diesen nenne ich 
,,Dextrinring™*, und die ihn zusammenhaltenden Bindungen B-Carbon yl- 
bindungen. 

Mit einem jeden der drei Glucosereste des Dextrinringes ist je ein 
Maltoserest durch Vermittlung von je einer Carbonylbindung ver- 
bunden; diese Bindungen nenne ich a-Carbonylbindungen. 

Die Glucosereste eines jeden Maltoserestes sind miteinander, wie 
bekannt, ebenfalls durch eine Carbonylbindung verkniipft; diese be- 
nenne ich y-Carbonylbindungen. 

Der auf die oben angegebene Art zusammengesetzte Komplex 
von 3+ 3 *« 2 = 9 Glucoseresten ist mein Amylogen. 





Durch Zusammentritt von mehreren (vier) solchen Amylogenresten 
entsteht die Molekel der Starke; weil aber das Amylogen keine 
Carbonylhydroxyle mehr frei hat, so kénnen beim Entstehen der 
Starkemolekel aus Amylogen an der Bildung von anhydridischen 
Bindungen blof& Carbinolhydroxyle teilnehmen, wobei einerseits alle 
Dextrinringe untereinander verbunden, andererseits saiamtliche Maltose- 
reste auf irgend eine andere Art durch Carbonylbindungen miteinander 
verkniipft sind. 

Die zwischen den Dextrinringen bestehenden Bindungen nenne 
ich d-Carbinolbindungen, die zwischen oder vielleicht in den Maltose- 
resten wirkenden m-Carbinolbindungen. 


Die durch Hydrolyse, wie bekannt, stattfindende Spaltung einer 
oder mehrerer, welcher immer der oben genannten fiinf Arten von 
Bindungen in der Starkemolekel hat eine Umwandlung der Starke in 
eine andere Substanz zur Folge. Wenn alle Bindungen hydrolysiert 
werden, dann entsteht ausschlieBlich Glucose, wenn aber blob einzelne 
von ihnen oder nur einige Arten derselben gespalten werden, dann 
entstehen die vielen verschiedenen, eine solche Mannigfaltigkeit bilden- 
den Zwischenprodukte, daB sie fast unentwirrbar erscheint. 


Wenn nun fiinf Arten von Bindungen vorhanden sind, so mug man 
konsequenterweise von fiinf verschiedenen Arten hydrolytischer Spaltungs- 
prozesse der Starke reden. und dann ist die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
dap es fiinf enzymatische Katalysatoren dieser Prozesse, also fiinf ver- 
schiedene diastatische Enzyme gibt. 
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Freilich kénnte auch ein einziges Enzym vorhanden sein, das ent- 
weder alle oder wenigstens mehrere der obigen Hydrolysen katalysieren 
wiirde, ebenso wie es umgekehrt mehrere substantiell sonst verschiedene 
Enzyme geben kénnte, welche simtlich einen und denselben der obigen 
Prozesse, wenn auch mit verschiedener Geschwindigkeit, zu kata- 
lysieren imstande waren. 

Prozesse, welche die m- oder d-Carbinolbindungen hydrolytisch 
zum Zerfall bringen wiirden, miibten Zersetzungsprodukte der Starke 
liefern, die in Wasser léslich waren und Fehlingsche Lésung nicht 
reduzieren wiirden; hier kénnte man also nicht von ,,Verzuckerung”™, 
sondern bloB von ,,Verfliissigung der Starke bzw. des Starkekleisters 
sprechen, und Enzyme, die hierbei katalytisch wirksam waren, diirfte 
man nur als ,,verfliissigende“* betrachten; sie kinnten Carhinoldiastasen 
genannt werden. Prozesse aber, die durch Hydrolyse Carbonylbindungen 
sprengen wirden, miibten Fehlingsche Lésung reduzierende Zer- 
setzungsprodukte liefern, und nachdem wir solche reduzierende Lésungen 
von Kohlenhydraten, wenn auch nicht immer mit Recht, als zucker- 
haltig ansehen, so kénnten wir diese Prozesse ,,Verzuckerungen™ 
nennen, und die sie katalysierenden Enzyme als ,,verzuckernde™ be- 
trachten; sie sollen Carbonyldiastasen heiben. 

Ich machte mich nun an die Arbeit zwecks Klairung der von 
diesem Gesichtspunkt aus aufgeworfenen Frage, wieviel Enzyme und 
welcher Art an der diastatischen Zersetzung der Starke teilnehmen 
bzw. teilnmehmen kénnen, und da diese Frage am einfachsten und 
sichersten dadurch gelést werden kénnte, daB man die einzelnen Enzyme 
voneinander abgesondert erhalt, so ging ich auf die Suche nach solchen 
Substanzen. Vor allem wandte ich mich den ,,verzuckernden™ Enzymen, 
also den Carbonyldiastasen zu. 

Zwei derselben hatte ich wohl schon wahrend der Untersuchung 
iiber die Konstitution der Starke'), und zwar in den von mir ange- 
wandten Malzausziigen unter der Hand; hatte ich ja doch mit ihrer 
Hilfe jene a- und #-Spaltungen der Stirkemolekel ausgefiihrt, die 
mich nahere Einsicht in die Konstitution dieser Substanz nehmen 
lieBen. Wenn aber im frischen Malzauszug wirklich zwei Enzyme vor- 
handen waren, so waren sie darin miteinander vermischt, und war es 
auBerdem vom Katalysator im erhitzt gewesenen Malzauszug, der blob 
die £-Bindungen lésen half, nicht bewiesen, daB er nicht ein durch 
das Erhitzen der Malzdiastase erhaltenes Kunstprodukt im Sinne 
Beijerincks sei. Trotzdem ich also eine ausschlieBlich B-hydrolytische 
Spaltung der Stirke vorzunehmen verstand, konnte ich doch nicht 


1) Liebigs Ann. 309, 382; 324, 212. 
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behaupten, daB ich eine natiirliche #-Diastase in Handen hatte; reine 
a-Diastase kannte ich tiberhaupt nicht. 

Von dem Wunsche beseelt, ein nicht reduzierendes, von mir vor- 
ausgesehenes Grenzdextrin I") herstellen zu kénnen, um dadurch meine 
Vorstellung iiber die Konstitution der Starke fester zu stiitzen, fahndete 
ich vor allem nach einem rein a-diastatischem Enzym, das mir die 
Darstellung eines solchen Dextrins erméglichen kénnte. Es wurden 
Versuche mit den verschiedensten bekannten diastatischen Ausziigen 
gemacht, aber ohne Erfolg; saimtliche durch ihre Vermittlung aus 
Starke erhaltenen Dextrine reduzierten Fehlingsche Lésung, es muBte 
also in den betreffenden Ausziigen neben a-Diastase auch das Vor- 
handensein eines anderen diastatischen Enzyms angenommen werden. 
An einem Versuch mit Gerstenauszug machte ich mich erst zu allerletzt, 
da ich, voreingenommen, jedoch mit Unrecht, wie es sich bald heraus- 
stellte, in ihm eine noch geringere Menge a-Diastase als im Malzauszug, 
und auch dies noch mit anderen diastatischen Enzymen vermengt, 
voraussetzte. Es hatten nimlich schon andere Autoren?) ermittelt, 
daB die Dextrine, die durch Gerstenauszug entstehen, sich mit Jod 
noch blau, violett oder mindestens rot farben; ich sah sie deshalb 
als vom gesuchten, nicht reduzierenden Grenzdextrin (das, meiner 
damaligen Ansicht nach iiber die Ursache des Jodfairbungsvermégens, 
ein Achroodextrin sein muBte) als in der Reihe der aufeinander folgenden 
hydrolytischen Zersetzungsprodukte vom Grenzdextrin noch weit 
entfernt an. Ich irrte mich aber dabei vollkommen; der erste, analytisch 
quantitativ genau verfolgte Verzuckerungsversuch mit Gerstenauszug 
belehrte mich, daB in ihm, wenn nicht ausschlieBlich, so doch héchstens 
mit Spuren anderer diastatischer Enzyme verunreinigte a-Diastase 
vorhanden war), 

Die im Gerstenauszug vorhandene a-Diastase hydrolysiert in der 
Tat blog a-Carbonylbindungen der Stdrkemolekel. Alle Maltosereste 
werden aus thr abgespalten, und'es bleibt als Rest nur eine einzige Sub- 
stanz zuriick, ndmlich mein ,,nicht reduzierendes Grenzdextrin I**, welches, 
weil aus lauter geschlossenen Dextrinringen zusammengesetzt, die kein 
freies Carbonyl haben, Fehlingsche Lésung nicht reduziert. Dieses Dextrin 
farbt sich mit Jod ebenso rein blau wie Starke. 

Nachdem ich so das a-diastatische Enzym in der ,,Gerstendiastase* 
Lintners bzw. der ,,Translokationsdiastase“ Browns entdeckte, wurden 
mir die nicht iibereinstimmenden Ergebnisse vieler Arbeiten anderer 
Autoren sowie die Resultate auch meiner Arbeiten, die nicht zu Ende 


‘ 





1) Liebigs Ann. 324, 266. 
2) Rec. des trav. chim. de Pays-Bas 9, 1. 
8) Siehe die Abhandlung in Liebigs Ann. 441, 285. 
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gefiihrt und nicht veréffentlicht wurden, weil sie sich ebenfalls nicht 
gut miteinander reimten, mit einem Schlage verstandlich; sie wurden 
erst jetzt ins rechte Licht geriickt. Mir ward es klar, dab sich die 
Sache mit der Malzdiastase so verhilt: 

Gerste enthalt bloB a-Diastase (bloB mit Spuren von B-Diastase 
vermengt), die B-Diastase entsteht im Gerstenkorn erst beim Maédilzen. 
Das, was bisher Malzdiastase oder auch Sekretionsdiastase genannt wurde, 
oder, besser gesagt, das verzuckernde Agens des Malzes, ist somit nicht 
ein einziges verzuckerndes Enzym, sondern ein Gemisch ihrer zwei, der 
aus der rohen Gerste stammenden a-Diastase und der im Korne erst wihrend 
des Mdlzens entstehenden B-Diastase. 


DaB a-Diastase in der Natur besteht, und daB sie ein auf Stirke 
spezifisch wirkendes Enzym ist, ist also eine Tatsache, die keines weiteren 
Beweises mehr bedarf, bewiesen mu} aber werden, daB das auf Starke 
ebenfalls spezifisch wirkende f-diastatische Agens des auf 78° erhitzt 
gewesenen Malzauszuges') kein Kunstprodukt, sondern eine natiirliche 
B-Diastase ist, welche sich im Malz mit a-Diastase vermischt befindet. 

Den Beweis gedachte ich dadurch zu erbringen, daB ich einerseits 
das Gemisch von natiirlicher a- und ebensolcher £-Diastase, wie es 
meiner Ansicht nach im Malzauszug vorlag, und andererseits ein kiinstlich 
entsprechend zusammengesetztes von a-diastatischem Agens des Roh- 
gerstenauszuges mit dem f-diastatischen Agens eines erhitzt gewesenen 
Malzauszuges miteinander verglich, und zwar in bezug auf ihr Verhalten 
beim Erhitzen auf héhere Temperaturen und in bezug auf den durch 
sie hervorgerufenen Verlauf des Stirkeverzuckerungsprozesses. Wenn 
sich beide Mischungen identisch verhalten wiirden, dann ware bewiesen, 
daB sie identische diastatische Substanzen enthielten, wenn das Gegen- 
teil eintrite, dann miiBte das £-diastatische Vermégen des erhitzten 
Malzauszuges einem Kunstprodukt zugeschrieben werden. 

Die Mischungen verhielten sich in der Tat gleich; es ist somit 
fiir mich unumstéBliche Tatsache, daB der Malzauszug die beiden 
Enzyme, von welchen die Rede ist, wirklich enthalt, daB ich somit 
die natiirlichen Enzyme a- und £-Diastase in den oben genannten 
Ausziigen voneinander getrennt in Hianden habe. 


Experimente. 
I. EinjluB der Temperatur auf die Verzuckerungskrajt von a-diastatischen 
Rohgersten- und f-diastisch gemachten Malzausziigen. 
Das f-diastatische Vermégen des Malzauszuges trenne ich von 
dem a-diastatischen durch Erhitzen; es waren fiir mich deshalb die 


1) Liebigs Ann. 324, 213 ff. 
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Einzelheiten des Verhaltens dieser beiden Komponenten der gesamt- 
diastatischen Kraft verschiedenen Temperaturen gegeniiber wichtig. 
Nun sind aber die Angaben der bisherigen Autoren in dieser Hinsicht 
teils nicht immer iibereinstimmend, teils meinem Zwecke nicht voll- 
kommen geniigend; ich sah mich infolgedessen gezwungen, die Ein- 
wirkung der Temperatur einer erneuten systematischen Untersuchung 
zu unterwerfen. Diese wurde derart ausgefiihrt, daB ich die betreffenden 
Ausziige in Portionen von je 50cem in mit Kautschukpfropfen ver- 
schlossenen, mit Bleiringen beschwerten Erlenmeyerkolben von 150 ccm 
Inhalt in einem auf die betreffende Temperatur eingestellten Ostwald- 
schen Thermostaten erwirmte. Eines der Kélbchen erhielt anstatt 
Auszug destilliertes Wasser (50 ccm) und in ihm wurde mittels Thermo- 
meters der Verlauf der Steigerung usw. der Temperatur beobachtet. 
Nach dem Erwarmen wurden die Kélbchen alsogleich in Schnee gestellt, 
der Inhalt, wenn abgekihlt, filtriert und im Filtrat die diastatische 
Kraft bestimmt. Diese Bestimmung geschah auf die erste von Lintner 
angegebene Art!). Mit Riicksicht jedoch auf das schwachere diastatische 
Vermégen der Rohgerstenausziige im Vergleich mit Ausziigen aus 
Malz wandte ich eine andere Skala an, was iibrigens, da es nur um 
Vergleichsresultate zu tun war, gleichgiltig war. 

Die Ausziige wurden gewéhnlich im Verhaltnis von 1 Teil Gerste 
bzw. 1 Teil Malz zu 5 Teilen Wasser hergestellt; bei anderem Ver- 
haltnis ist dasselbe angegeben. Diese Ausziige verdiinne ich bei Gerste 
mit Wasser im Verhaltnis von 1:5 und betrachte die diastatische 
Kraft D dann als gleich 100 Einheiten, wenn 0,5 ccm des einmal ver- 
diinnten Auszuges 10 cem 2 proz. Lintnerscher Starkelésung in 1 Stunde 
bei 18° so weit ,,verzuckern’’, daB sie 5 ccm Fehlingscher Lésung eben 
vollkommen reduzieren. Die Giastatische Kraft gebe ich dann immer 
fiir unverdiinnten Auszug an. Bei Malz verdiinne ich den Auszug 
vor der Bestimmung im Verhiltnis von 1:25 und gebe auch hier die 
diastatische Kraft des unverdiinnten Auszuges an. Bei anderer Ver- 
diinnung gebe ich dies an. 


Die verschiedenen Krafte bezeichne ich mit: 


D,, = a-diastatische Kraft, 
D, = B-diastatische Kraft, 
D. + 3 = (a+ )-diastatische Gesamtkraft. 


Die auf die einzelnen Probierréhrchen des Reischauerschen Sterns 
zu verteilenden Ausgangsmengen wurden so berechnet (Seyffert), daB sie 
gleichen Intervallen der diastatischen Kraft entsprachen, und zwar in 
nachfolgender Skala: 


') Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 20, 281. 
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Menge des Auszuges Verzuckerungskratt Menge des Auszuges Verzuckerungskratt 
com D= com D 
0.500 100 1,000 50 
0.526 95 1111 45 
0.555 90 1,250 40 
0.588 85 1,429 35 
0,625 80 1,666 30 
0.666 75 2,000 25 
0714 70 2.500 20 
0.769 65 3,333 15 
0.833 60 5,000 10 
0.909 55 10,000 5 





Die ersten zwei Dezimalen wurden an der Pipettenteilung abgelesen, 
die dritte bloB abgeschitzt. Es wurde meistens getrachtet, durch ent- 
sprechende Verdiinnung des Auszuges eine diastatische Kraft in ihm 
zwischen 80 und 40 Einheiten zu bekommen, da die Bestinumung in diesen 
Grenzen die geringsten Fehler ergibt. Immerhin begeht man bei dieser, 
unter allen bekannten besten Methode einen Fehler von mindestens 
2,5 Einheiten, der sich bei der Umrechnung auf den unverdiinnten Auszug 
entsprechend in Einheiten vergré8ert, prozentual aber selbstversténdlich 
auch dann gleich bleibt. . 

Die Zahlenergebnisse der Erwarmungsversuche sind in nachfolgenden 
Tabellen zusammengestellt : 


a) a-diastatischer Rohgerstenauszug: 


Versuch 1. Temperatur 40°. 





—_ De = Bemerkungen 
0 Nicht erwirmt ........ || 300 
20 Mi nm erwi ¢en e's _ 
i ot finuten erwirmt Angesichts des bei Nr.6 (von 
= : ” ” oe. «ots = wo ab die ey 
60 a a é iw 4 te _ wurde) erhaltenen Resultates, 
4 80 * ‘ ; gas Ts — war die Ermittlung bei 1 bis 5 
& |100 Toons i wae 
6 120 300 


Der Auszug war in sémtlichen Proben auch nach dem Erwirmen klar. 


Aus obigem ist zu ersehen, daB eine Temperatur von 40° auch 
durch 2 Stunden auf die a-diastatische Kraft itiberhaupt nicht oder 
jedenfalls nicht merklich abschwachend einwirkt. 


Versuch 2. Temperatur 50°. 





oy Dg = Bemerkungen 

0 Nicht orwiemt .....+.4.-. 300 

l 20 Minuten erwiirmt ..... 300 

2 40 ai - es ° 290—295 

3 60 ‘t - RMS 287.5 

4 80 a ms +: ca 287.5 

5 100 - - eae ae — Verungluckt 

6 120 ie ~ ss 4s 262.5 
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Der Auszug war bereits in Nr. 1 getriibt; die Triibung war in den 
héheren Nummern immer dichter. 





Bei 50° beginnt somit die a-diastatische Kraft des Auszuges ab- 
zunehmen, wenn er linger als 20 Minuten erwarmt wird. 


Versuch 3, Temperatur 60°, 





oy Dg = Bemerkungen 


0 Nicht erwirmt ........)| 30 


| 20 Minuten erwiirmt...... 0 Stark getriibt, die Triibung bildet 
keine sichtbaren Flocken 

2 40 " ws eee eae 0 Die Triibung teilweise feinst aus- 
geflockt am Boden 

3 60 cs 7 Aare hehe 4 0 Trubung vollkommen und grob 


ausgetlockt 


Eine Temperatur von 60°, wahrend 20 Minuten wirkend, ver- 
nichtet somit die a-diastatische Kraft des Rohgerstenauszuges voll- 
standig. 


Es wurde nun versucht, die Temperatur, bei welcher die Vernichtung 
der a-diastatischen Kraft innerhalb von 20 Minuten stattfindet, genauer 
zu erfassen. 


Versuch 4. Temperatur ansteigend von 50 bis 60°, 











PR | Pe= | Rutengsksar,  Bemerkungen 
0 Nicht erwirtht ....... | 275 100 Klar 
1 20 Minuten erwirmt auf 50°C = 237.5 86,36 Leicht getriibt 
2 20 . » » 52 2375 86,36 ® .. 
3 20 . , | & 237,5 86,36 3 . 
4 20 ie 56 162.5 59,09 Stark - 
5 20 8 , 58 62.5 22.70 Ausgeflockt 
6 20 ne a 60 0 0 4 
Versuch 5. Temperatur 60°. 
(Verschieden lange Dauer der Einwirkung.) 
Pee | Pa= | Kefengeiset Bemerkungen 
0 Nicht erwirmt . 250 | 100 Klar 
1  6Min.erwirmt 50 | 20 Getribt 
2 Nr. 2 bedeutend starker getriibt al 
3 ; ; ad = ~ 5 . Nr. 1. Samtliche fahen om he 4 
” ” ’ 4T am Boden einen feinflockigen 
+ ae +. ” 0 0 Niederschiag ab mit einer klaren 
5 25 0 0 Fliissigkeit dariiber 


Die Versuche 3, 4 und 5 ergaben unzweifelhaft, daB die a-diastatische 
Kraft des Rohgerstenauszuges durch 20 Minuten langes Erhitzen erst 
bei 60°, aber dann vollkommen vernichtet wird. 
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b) Rein f-diastatisch gemachter Malzauszug. 

Es wurde auf analoge Weise, wie aus Rohgerste, ein Auszug aus 
Lufttrockenmalz hergestellt, das in einer Brennerei!) aus der namlichen 
Gerste bereitet worden war. 

Nachdem mich die obigen Versuche belehrt hatten, daB das diasta- 
tische Vermégen der Gerste im Auszug durch ein 20 Minuten dauerndes 
Erhitzen auf 60° vollkommen vernichtet wird, unterwarf ich den er- 
haltenen Malzauszug einer solchen Erhitzung, um in ihm das im Gersten- 
korn wahrend der Malzung entstandene f-diastatische Vermégen frei 
vom a-diastatischen zu erhalten. 

800 cem des vollkommen klaren Auszuges wurden in zwei zugedeckten 
Metall bechern in einem auf 60° erwirmten Wasserthermostaten (der 10 Liter 
faBte) erhitzt. 30 Minuten verflossen, bis sich der Inhalt der Becher auf 60° 
erwirmte, worauf dann noch durch 20 Minuten gewartet wurde. Die Becher 
wurden jetzt rasch in Eiswasser abgekiihlt und dann ihr Inhalt klar filtriert. 

Die diastatische Kraft des frischen Malzauszuges betrug 687,5 Einheiten. 
Nach dem erwihnten Erhitzen betrug nun die nur mehr iibrig gebliebene 
diastatische Kraft 300 Einheiten. Der urspriingliche Auszug hatte somit 
von seiner Kraft 387,5 Einheiten eingebiiBt. 

Dieser jetzt ausschlieBlich #-diastatische Malzauszug wurde nun zu 
je 50cem auf Kélbchen verteilt und, wie bei den fritheren Versuchen be- 
schrieben, im Thermostaten erwarmt. 


Versuch 6. Temperatur 60°. 





Probe Dew In Proz. der 
Nr. 8 | Anfangskraft 
0 OR Eee ee 300 100 

1 20 Minuten erwirmt ....... 237.5 79:1 
2 40 “a rs She ere ee 212.5 70.8 
3 60 a a fis ee Ss. % 187,65 | 62,5 
4 80 » ‘s eet eees 175,0 58,3 
5 100 = ee oe eee 45 162.5 54,1 
6 120 = . ee 150,0 50,0 


Aus obigem ersieht man, daB das diastatische Agens des vorher 
erhitzt gewesenen Malzauszuges betrichtlich widerstandsfihiger ist 
gegen Erwirmung als das diastatische Agens der Rohgerste. 


Versuch 7. ‘Temperatur ansteigend von 64 bis 80°, 





Probe —— In Proz. der 
Nr. a Anfangskratt 
0 | Nicht mehr erwarmt........ 300 100 
1 || 20 Minuten erwirmt auf 64°C . . . 137.5 45,8 
312 . e - ee 125,0 41,6 
3 | =, " ~~ 87,5 29,1 
4 20 net se an . » - unter 12.5 unter 4,2 
5 20 80 i ee 0 0 


” ” ” 


1) Zurawiczki bei Przeworsk. Es sei mir hier erlaubt, Herrn Brennerei- 
verwalter Albin Bilicz fiir die mir bereitwilligst und sachkundig geboteae 
Hilfe bestens zu danken. 
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Zu weiteren Versuchen wurde neuer Malzauszug genommen, weil der 
friihere erschépft war. Die diastatische Kraft dieses Auszuges war 717,5 Ein- 
heiten; nach dem Erhitzen auf 60° verblieben 325 Einheiten (bestimmt 
bei 20°). 

Der Auszug wurde jetzt zu je 25 cem auf Kélbchen verteilt, wie friiher 
beschrieben durch 5 Minuten verschieden hoch erhitzt, um die niedrigste 
Temperatur zu finden, bei welcher der Auszug seine f-diastatische Kraft 
zu verlieren beginnt, sowie die héchste, bei welcher seine Kraft in dieser 
kurzen Zeit vollig erlischt. 


Versuch 8. Temperatur ansteigend von 50 bis 80°. 


(Dauer der Erwiirmung 5 Minuten.) 





Probe Ba . : ‘ Probe we 7 
Nr. bet 20°C) Nr. ber 20°C) 
0 Nicht mehr erwarmt 325 9 Erwarmt auf 66°C 137.5 
l Erwairmt auf 50°C 325 10 BY — 125 
2 » 52 325 1] a <, e 125 
3 i an 300 12 s — 112.4 
4 ‘ , 56 300 13 : ae 100 
5 - 58 350(!) | 14 F _ 9 62,5 
6 , 325 (1) . unter 
7 a 287,5 15 . > 2 12,5 
8 * — 162.5 16 a , 80 0 





Bemerkung: Von 62°C an beginnt sich der Auszug zu triben. 


Es wurde noch ein besonderer Versuch unternommen, um zu_ be- 
stimmen, ob Probe Nr. 16, die auf gewéhnliche Art untersucht, keine 
diastatische Kraft mehr aufwies, nicht doch noch eine, wenn auch geringe, 
solehe Kraft hajte. Es wurde mit je 0,5cem des Auszuges eine Reihe 
von Proberéhren beschickt, die bereits eine Reihe von abfallend immer 
geringeren Mengen (von 2cem angefangen) einer verdiinnten (1/;99proz.) 
Lésung meines nicht reduzierenden Grenzdextrins I (die sich mit Jod noch 
intensiv blau farbte) enthielten. Diese Proberdhren wurden durch 10 Stunden 
bei Zimmertemperatur gehalten, worauf dann mit Jod untersucht wurde. 
Keines der Réhrchen wies mehr eine blaue Farbung auf; die ersten waren 
rot, die letzten sogar farblos. Es zeigte sich somit, daB ein Erhitzen waihrend 
5 Minuten auch auf 80° noch nicht geniigt, um das f-diastatische Vermégen 
des Malzauszuges vollkommen zu vernichten. 


11. Vergleich des Verhaltens von einerseits nicht denaturierten und andererseits 
kiinstlich gemischten (a + B)-diastatischen Ausziigen hiheren Temperaturen 
und Starkelésungen gegeniiber. 


A. Herstellung der zu vergleichenden (a-+- #)-diastatischen 
Mischungen. 

Meiner Ansicht nach liegt eine natiirliche Mischung der beiden 
diastatischen Krifte im Malzauszug vor, eine kiinstliche gedachte ich 
aus einem a-diastatischen Rohgerstenauszug und aus einem durch 
Erhitzen auf 60 bis 61° ausschlieBlich £-diastatisch gemachten Malz- 
auszug herzustellen, wobei ich von der Voraussetzung ausging, dai 
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r im betreffenden Auszug das gesamte a-diastatische Vermégen der an- 
, gewandten Rohgerste vorhanden sein wird, im Malzauszug aber neben 





, der nimlichen GréBe des genannten Vermégens, wie es in den rohen 
> Koérnern bereits vor der Malzung vorhanden war, auch das gesamte, 
e wahrend des Malzens entstandene f-diastatische Vermégen. Bei dieser 

Voraussetzung schien mir die Herstellung einer kiinstlichen (a + £)- 
4 diastatischen Mischung eine sehr einfache Aufgabe zu sein. 


Es wurden zwei Proben zu je 2000 Gerstenkérnern abgezihlt; sie 
wogen tibereinstimmend je 69,4 g. Eine dieser Proben wurde eingeweicht 
und gemialzt, die andere wurde roh belassen. Die Milzung dauerte 10 Tage 

~ bei 15°. Hierauf wurde das Wachstum durch Schwenkung unterbrochen 
und das Malz an der Luft ohne Temperaturerhéhung vollkommen getrocknet, 
was 2 Wochen dauerte. Das Malz wog lufttrocken 60 g. 

Sowohl die Rohgerste (69,4 g) als auch das Luftmalz (60g) wurden 
jetzt auf einer Handmiihle gemahlen und aus den Mehlen Ausziige her- 
gestellt. 

Rohgerstenauszug. Die ganze Mehlportion wurde mit 350 ccm destillierten 
Wassers versetzt, durch 2 Stunden mittels eines Glasstabes mit der Hand 
geriihrt und dann klar filtriert. Die diastatische Kraft dieses Auszuges 
betrug 112.5 Einheiten. 

Malzauszug. Die ganze Mehlportion wurde wie beim vorigen Versuch 
behandelt. Die diastatische Kraft dieses Auszuges betrug 1437,5 Einheiten. 
Durch 20 Minuten auf 60 bis 61° erhitzt, abgekiihit und filtriert, wies der 
Auszug eine Kraft von 500 Einheiten auf. 


e Dieser durch Erhitzen rein f-diastatisch gemachte Malzauszug 
'» wies im Verzleich mit dem frischen eine bedeutend geringere diastatische ‘ 
© Kraft auf. Dies konnte nur davoh herriihren, daB vor allem simtliche 
) a-Diastase vernichtet wurde. Es wurden aber bei der Erhitzung auch 
h etwa 20 Proz. der 8-diastatischen Kraft vernichtet (vgl. die Ergebnisse 
n des Versuchs 6 auf 8. 99). Wenn somit der Auszug nach der Erhitzung 
. noch 500 diastatische (wohl f-) Einheiten aufwies, so muBte er im 
r frischen Zustande solcher f-diastatischen Einheiten etwa 625 enthalten 
: haben. Weil aber der frische Auszug 1437.5 diastatische Einheiten 
iiberhaupt enthielt, so war der SchluB zu ziehen, daB dann etwa 
1437.5 — 625 = 812.5 Einheiten im Malzauszug an a-diastatischer 
1s Kraft enthalten waren. 
of Vergleicht man nun die letztere Zahl mit derjenigen, welche die 
a-diastatische Kraft des Rohgerstenauszuges angibt, namlich 112.5, 
n so ergibt sich ein ungeheurer Unterschied, aus dem geschlossen werden 
mu, daB entweder nicht simtliche a-Diastase der Rohgerste in den 
n aus der letzteren hergestellten Auszug bei den gegebenen Bedingungen 
h iiberging im Gegensatz zu solcher Diastase des Malzes, oder aber, 
h daB das im Malze festgestellte groBe Plus an a-Diastase im Korne erst 
, beim Milzen entstand. Ich sah infolge dieses Ergebnisses ein, dal 


rR} die Herstellung eines kiinstlich gemischten (a + £)-diastatischen Aus- 
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zuges nicht so einfach sein wird, wie ich es mir anfangs vorstellte, und 
das ich mich vorerst davon iiberzeugen mubte, welcher der beiden 
genannten Méglichkeiten das so bedeutende Plus an a-Diastase im Malze 
zuzuschreiben ist, denn hiervon wiirde selbstverstandlich mein weiteres 
Vorgehen beeinfluBt sein miissen. Wenn niamlich die a-Diastase des 
Malzes wirklich, wie ich schon eingangs voraussetzte, ausschlieBlich 
aus der Rohgerste stammt und nicht bei der Mialzung zunimmt, so 
wiirde die Herstellung einer der natiirlichen gleichen, kiinstlich (a + £)- 
diastatischen Mischung der Ausziige noch immer eine einfache Aufgabe 
sein, sofern ich nur die Extraktion simtlicher einerseits a-Diastase 
der Rohgerste, andererseits a -und £-Diastase des fertigen Malzes aus- 
zufiihren verstiinde, wenn sie aber auch noch wihrend des Milzens 
entsteht, dann wiirde sich die gestellte Aufgabe bedeutend komplizieren. 
Es muBte daher vor allem noch dariiber eine Untersuchung angestellt 
werden, welche gréBten Mengen an a-Diastase die Rohgerste tiberhaupt 
enthalt und unter welchen Bedingungen sich diese Menge vollstandig 
herauslésen liBt. Es sollten also Untersuchungen dariiber angestellt 





werden : 

wie lange die Extraktion dauern soll, um die ganze, im Korne 
vorhandene Enzymmenge in Lésung zu bringen / 

wie fein die Gerste fiir diesen Zweck gemahlen werden soll ? 

ob es besser ist, mit wenig oder mit viel Wasser auszulaugen ? 

welchen EinfluB eine Temperaturerhéhung auf die vollstandige 
Extraktion hat ’ 

Antwort auf diese Fragen sollten die Zahlen geben, die man bei 
der Bestimmung der diastatischen Krafte der unter den verschiedenen 
Bedingungen hergestellten Ausziige erhilt. 

a) EinfluB der Extraktionsdauer. Die Gerste wurde auf einer Maercker- 
miihle zu feinstem Mehl vermahlen. 25 g des Mehles wurden mit 150 ecm 
destillierten Wassers unter fortwaihrendem Quirlen mittels eines Motors 


entsprechend lange bei Zimmertemperatur (19°) ausgelaugt, dann klar 
filtriert und im Filtrat die diastatische Kraft bestimmt. 


Nachfolgende Tabelle bringt die Ergebnisse der Versuche: 





Extraktionsdauer Diagetiethe Extraktionsdauer a. ~ oe 
EO eae ee 7 Stunden... . . 262,5 
7 Ce ws 3 o's oe 150 8 ‘ 275 
4 e tS hg Se ae 187.5 9 — 300 
6 a — 262.5 12 — ° 300 


Eine neunstiindige Extraktionsdauer hatte somit bei so fein gemahlener 
Gerste, wie es auf der Maerckermiihle méglich ist, das Maximum an diastatischer 
Krajft bei Zimmertemperatur herausgeldst. 

b) EinfluB der Mahlfeinheit. Eine Gerstenprobe wurde in drei gleiche 
Portionen geteilt; die erste wurde auf einer Handmiihle grob geschrotet, 
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d so daB jedes Korn in etwa 5 bis 15 Teile zerfiel, die zweite auf einer Kaffee- 
miihle méglichst fein zu Mehl vermahlen, die dritte aber noch auf einer 











" Maerckermiihle in feinstes Mehl verwandelt. Die Extraktion dauerte 
e 9 Stunden bei Zimmertemperatur (19°). Die Ausziige wiesen nun nach- 
Ss folgende Kriafte auf: 
s 
h Feinheit der Mahlung Diastatische Kraft 
») 

Grob auf einer Handmiihle ........ 200 
, Fein auf einer Kaffemiihle ........ 300 
e Feinst auf einer Maerckermiihle ..... . 300 
p 
ss Es geniigte somit die Mahlung auf einer Kaffeemiihle fiir die Extraktion 
: des iiberhaupt extrahierbaren diastatischen Agens. 
: c) EinfluB der extrahierenden Wassermenge. Es wurden je 25 g auf einer 
" Maerckermiihle feinst gemahlenen Gerstenmehls angewendet. Eine Portion 
t wurde mit 150ccm Wasser 9 Stunden unter fortwaihrendem Quirlen bei 
t 19° ausgelaugt und im klaren Filtrat, nach Verdiinnen im Verhialtnis von 
. 1: 5, die diastatische Kraft bestimmt. Die zweite Portion wurde auf die 
: nimliche Art direkt mit 750 cem Wasser ausgelaugt und im Filtrat dann 
ohne Verdiinnung die diastatische Kraft bestimmt: 
, Ausgelaugt mit — ~ 

150 cem Wasser und dann im Verhiltnis von 1:5 verdiinnt . 60 

750 cem Wasser und nicht mehr verdiinnt ......... 60 


Bei maximaler Exwtraktionsdauer ist die Anwendung einek sechsfachen 

Menge Wassers zum Auslaugen vollkommen geniigend ; gréBere Wassermengen 
bringen nicht mehr Diastase heraus. 
d) EinfluB der Temperatur. Bei Anwendung von héheren Temperaturen 
wahrend der Extraktion muBte man mit der Mdéglichkeit einer starken 
Entwicklung von Mikroorganismen und mit den davon herriihrenden 
schidlichen Folgen rechnen; es muBte deshalb ein antiseptisches Mittel 
zu Hilfe genommen werden. Ich versuchte verschiedene Gaben von Form- 
aldehyd. Die Ergebnisse bringt folgende Tabelle: 





Temperatur Diastatische Kraft des ohne Zusatz von Formaldehyd erhaltenen Auszugs 
19—20°C 325 325 325 
Diastatische Kraft des mit Zusatz von 2proz. Formaldehydlésung 
°C erhaltenen Auszugs 
6 ccm = 0,080 proz. 3 com = 0,0399 proz. 2 com = 0,0266 proz. 
Formaldchyd Formaldehyd Formaldehyd 
19—20 162.5 287,5 325 
25 137.5 250,0 325 
30 137.5 225,0 325 
35 137.5 212.5 325 
40-41 112.5 -- 187.5 
Entwicklung Auch nach 7 Tagen keine Nach 5 Tagen erschienen Nach 3 Tagen erschienen 
von Entwicklung zubemerken  vereinzelte Kolonien von Sprofpilze und oidium 
Organismen Schimmelpilzen, _ keine actis, keine Bakterien 


Bakterien 





a 
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Aus obigem ist ersichtlich, daB Formaldehyd in gréBeren Gaben fiir 
die Extraktion schidlich ist und daB er bei der unschidlichen Dosis auch 
nicht mehr absolut antiseptisch wirkt. Die Zahlen der dritten Reihe lassen 
jedoch ersehen, daB eine Anwendung von antiseptischen Mitteln hier iiber- 
haupt nicht in Frage zu kommen braucht, da eine Temperaturerhéhung, 
bei welcher antiseptische Mittel notwendig waren, keine gréBeren Diastase- 
mengen im Auszuge ergibt, wie gewdhnliche Zimmertemperatur; bei dieser 
wird in der maximalen Auslaugezeit von 9 Stunden sdmtliche iiberhaupt 
auslaugbare Diastase auch wirklich herausgeldst. 

Die Vermehrung der Diastasemenge im Auszug beim lange 
dauernden Auslaugen des Gerstenmehls ist leicht durch den physi- 
kalischen Vorgang der Lésung der diastatischen Substanz zu erklaren, 
es ist aber auch nicht von der Hand zu weisen die Annahme, daB sie 
einer ,,Autoexzitation™ im Sinne Maquennes') oder auch einer Proteo- 
lyse, wie sie sich Ford und Guthrie®) vorstellen, zu verdanken ist. Ich 
dachte hierbei an f-Diastaseentstehung. Ich mubte nun GewiBheit 
dariiber erlangen, da hiervon dann mein weiteres Vorgehen bei der 
Herstellung der kiinstlichen Mischung von a- und #-Diastase héchst 
beeinfluBt sein muBte. 

e) Riihrt das vergréBerte diastatische Vermégen des durch linger 
dauernde Extraktion erhaltenen Rohgerstenauszuges von a- oder von 
B-Diastase her? 

Antwort auf diese Frage ist leicht zu erhalten. Man braucht nur 
die a-Diastase durch 20 Minuten langes Erhitzen des Auszuges auf 60 
bis 61° zu vernichten und dann festzustellen, ob der Auszug tiberhaupt 
noch diastatisck wirkt bzw. ob er auf Starke so einwirkt, daB sie sich 
schlieBlich in eine mit Jod nicht mehr farbende Substanz umwandelt ; 
B-Diastase wiirde nimlich die erwaihnte Erhitzung zum gréBten Teile 
iiberstehen und dann auf die genannte Art auf Starke einwirken. 





Es wurde ein auf eine bekannte Art durch einstiindiges Auslaugen 
hergestellter Rohgerstenauszug von D, = 200 durch 20 Minuten auf 61° 
erhitzt. Die diastatische Kraft des klaren und abgekiihlten, mit Wasser 
im Verhaltnis von 1: 5 verdiinnten Filtrats war Null oder jedenfalls unter 
0,25 (darunter mittels der Lintnerschen Methode nicht mehr bestimmbar). 
Es war somit sicher, daB die diastatische Kraft, die nach einstiindigem 
Auslaugen im Auszug festgestellt wurde, der a-Diastase zuzuschreiben ist. 
Ob aber der Auszug nicht doch noch eine geringe Menge #-Diastase enthalt, 
wurde auf nachfolgende Art zu ermitteln getrachtet. 

Es wurde eine 0,1 proz. klare Lésung von Amylodextrin bereitet und 
mit ihrer Hilfe folgende Mischungen zusammengestellt: 

50cem Amylodextrinlésung + 5ccem des Auszugs zu 100cem mit 
Wasser ergiinzt, dann ebenso weiter mit je 10, 15, 20 und 25 ccm des Auszugs. 


) lo. 
2) Beitrige zur Biochemie der Gerste. Wochenschr. f. Brauwesen 


1908, 164. 








Diastase. I. 


105 





ir Mit diesen Mischungen wurden Biiretten gefiillt und aus ihnen von 
th Zeit zu Zeit, zur Priifung des Verlaufs der Hydrolyse, je 2ccm dieser 
n Mischungen zu 1 ccm 0,005n Jodlésung abgelassen. Die Ergebnisse bringt 
r- nachfolgende Tabelle: 
7; : 
e- Einwirkungs- Angewandte Auszugsmenge in ccm 
er dauer = emtbaiintesteest iebienieeammees me 
ot Std. 5 10 15 20 25 
1 blau blau blau blau blau 
2 . . e . 
e 41), : schwach schwach deutlich 
i- violetter Stich violetter Stich violetter Stich 
7) 9 . “ deutlich deutlich violett 
1, violetter Stich violetter Stich 
i 21}) - violetter Stich violett rotviolett karmoisinrot 
le 31), _ schwach _ deutlich is karmoisinrot braun 
a violetter Stich _violetter Stich 
45 _ deutlich deutlich rotviolett rein rot schwach braun 
h violetter Stich violetter Stich 
54), _ deutlich blauviolett rein rot braun schwach braunl 
it violetter Stich 
. 69 blauviolett violett rotbraun schwach braun jodtarben 
t . . ‘ 
Dieser Versuch zeigte, daB der angewandte Gerstenauszug noch 
ein £-diastatisches Vermégen aufwies. 
7 » , ‘ , ail in ' 
Nachfolgende Berechnung gibt annahernd einen Begriff iiber die 
n — : . » 
GréBe der noch vorhandenen diastatischen Kraft : 
50cem 0,1 proz. Amylodextrinlésung wurden im oben angefiihrten 
r , hae” y a . 2 
) Versuch durch 25cem des im Verhialtnis von 1:5 verdiinnten Auszugs 
verzuckert. Wenn wir ausschlieBlich die Auszugsmenge in Rechnung zégen, 
t im iibrigen aber annehmen wiirden, daB alle sonstigen Bedingungen jenen 
h gleich wiiren, die man bei der Bestimmung der diastatischen Kraft nach 
: Lintners Methode einzuhalten hat, so wire bei Beriicksichtigung meiner 
. Skala die diastatische Kraft gleich 10 zu setzen. Nun war jedoch die 
angewandte Amylodextrinlésung 20mal schwacher als bei Lintner, es ist 
deshalb die diastatische Kraft mit 0,5 zu bemessen. Bei Lintner wird das 
. Ende der Verzuckerung aus der Entfirbung von 5ccm Fehlingscher 
0 Lésung beurteilt, was der Entstehung von etwa 0,03682g Maltose ent- 
rc spricht, im obigen Versuch wurde aber das Ende des Prozesses durch die 
. Erreichung des achromatischen Punktes in der Jodfairbung angezeigt, also 
4 durch die Umwandlung saimtlichen Amylodextrins in mit Jod sich nicht 
. mehr fairbendes Grenzdextrin IT. 10cem der 0,1 proz. urspriinglichen 


Amylodextrinlésung (= 0,01 g Amylodextrin) enthalten nach Erreichung 
des achromatischen Punktes 0,003 g scheinbarer Maltose (Reduktions- 
vermégen des hier entstandenen Grenzdextrins II = 30 Proz. RmMaltose)'); 
7 die diastatische Kraft muB aus diesem Grunde im Verhialtnis von 0,03682 
zu 0,003, also 12,27 mal kleiner bemessen werden, sie wiirde somit 0,0407 Ein- 
heiten betragen. Die gewéhnliche Skala gilt fiir einstiindige Verzuckerungs- 


. 


‘ dauer, obige Verzuckerung hat aber 69 Stunden gedauert; die diastatische 
Kraft, die hier gewirkt hat, ist also entsprechend geringer, und zwar bei 
Beriicksichtigung der WSchiitz-Borrissowschen Regel 8,3mal kleiner zu 
bemessen, woraus folgt, daB die diastatische Kraft im fiinfmal verdiinnten 

Y 


1) Liebigs Ann. 324, 222. 





a ee 
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Auszug nur etwa 0,0049, im unverdiinnten also 0,0245 Lininersche Ein- 
heiten betragen haben kann. Dies macht nun etwa 0,012 Proz. der im 
nicht erwarmten Auszug vorhandenen diastatischen Kraft aus. 





B-Diastase ist somit nach einstiindiger Extraktion nur in duferst 
geringen Mengen im Rohgerstenauszug vorhanden. 

Es wurde jetzt aus dem gleichen Gerstenmehl ein neuer Auszug 
auf vollkommen dieselbe Art wie friiher hergestellt, nur dauerte die 
Extraktion nicht eine, sondern neun Stunden. Der Auszug wies eine 
diastatische Kraft von 325 Einheiten auf. Nach einem 20 Minuten 
langen Erhitzen auf 60° fiel auch seine a-diastatische Kraft auf Null 
oder mindestens bis unter 0,25. 

Es war also ersichtlich, dag die Zunahme von 125 Einheiten an 
diastatischer Kraft durch linger dauernde Auslaugung nicht der Bildung 
von B-Diastase zuzuschreiben war. 

fine auf dieselbe Art wie beim vorigen Versuch vorgenommene 
Bestimmung der vorhandenen #-diastatischen Kraft ergab die Zahl 
0,0305, was etwa 0,0094 Proz. der urspriinglichen diastatischen Kraft 
(325) ausmacht. 

f) EinfluB von proteolytischem Enzym auf das Ergebnis der Ex- 
traktion von Rohgerstenmehl. Die unter a) bis e) angefiihrten Vorversuche 
ergaben, daB bei Anwendung von auf einer Kaffeemiihle fein gemahlener 
Rohgerste und bei neunstiindiger Extraktion das Maximum der Aus- 
beute an a-diastatischer Kraft aus der von mir benutzten Gerstenprobe 
erhalten wird, und daB weder eine Temperaturerhéhung noch die An- 
wendung gréBerer Wassermengen diese Ausbeute vermehrt. Der 
Auszug zeigt immer ‘die maximale Kraft von D, = 325 Einheiten. 

Wenn man nun dieses Ergebnis mit der wenn auch angenaherten 
Minimalzahl der a-diastatischen Einheiten, die ich im angewandten 
Malzauszug zu vermuten einen triftigen Grund hatte (s. 8. 101), namlich 
etwa 677!), vergleicht, so sieht man, da} das Maximum an Ausbeute, 
welches man durch eine langdauernde Extraktion erhalt, noch weit 
von einer befriedigenden entfernt ist. Wenn wir annehmen wiirden, 
daB8 durch maximale Extraktionsdauer dem Gerstenmehl simtliche 
in ihm wirklich vorhandene a-diastatische Kraft entzogen wiirde, so 
bliebe uns bei dem Ergebnis obiger Versuche nur der SchluB iibrig, 
daB das im Malze festgestellte Mehr an a-Kraft, nimlich 677 — 325 
= 352 Einheiten im Malze erst wihrend der Keimung der Kérner 
entstanden war. Wenn wir hier aber der bereits erwihnten Ford und 
Guthrieschen Versuche gedenken?), so gelangt diese Frage in ein neues 


1) Die dort angegebene Zahl muB, um mit den jetzt angewandten 
Ausziigen von geringerer Konzentration verglichen werden zu kénnen, 
entsprechend, und zwar zu 677 verkleinert werden. 

*) lic. 
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Licht; es erscheint dann nicht unwahrscheinlich, daB sich die Sache 
also verhalt: Die Rohgerste enthalt schon von Haus aus jene Menge 
an a-diastatischer Kraft, die im Auszug aus Malz sich vorfindet, nur 
ist ihr diese Menge durch Wasser nicht im ganzen entziehbar, weil 
ein gewisser, und zwar ein ziemlich groBer Anteil der vorhandenen 
Diastase von in Wasser unléslichen oder vielleicht sehr schwer léslichen 
eiweibartigen Substanzen absorbiert oder adsorbiert ist und erst dann 
extrahierbar wird, wenn diese Substanzen auf irgend eine fiir das 
Enzym selbst unschidliche Weise gelést werden; im Malze geschieht 
dies wohl durch Proteolyse, die wihrend des Malzens stattfindet. 

So wurde ich genétigt, den EinfluB von proteolytischem Enzym 
auf die GréBe der aus Rohgerste extrahierbaren a-diastatischen Kraft 
zu untersuchen, 


a) Einwirkung einer einprozentigen Lésung von Papayotin 
durch 9 Stunden. 

15g Papayotin wurden in 150cem Wasser gelist und dazu, ohne 
das Triibe abzufiltrieren, 25g Rohgerstenmehl getan. Die unter fort- 
wahrendem Quirlen vor sich gehende Extraktion dauerte 9 Stunden bei 
Zimmertemperatur (19 bis 20°). Dann wurde filtriert und im klaren Filtrate 
auf bekannte Art die diastatische Kraft bestimmt; sie betrug 1062,5 Ein- 
heiten. 

8) Einwirkung einer gleichen Papayotinlésung 
durch 27 Stunden. 

Dieser Versuch wurde ebenso wie der vorige ausgefiihrt, nur dauerte 
die Extraktion 27 Stunden, weshalb Formaldehyd (0,0266 Proz.) zugesevzt 
werden muBte. Die diastatische Kraft des klaren Auszugs betrug ebenfalls 
1062,5 Einheiten. 


y) EinfluB einer toten einprozentigen Lésung von Papayotin 
auf die Bestimmung der diastatischen Kraft des Auszugs. 

Es wurde ein Rohgerstenauszug mittels reinen Wassers hergestellt; 
mit Wasser im Verhaltnis von 1: 5 verdiinnt, wies er eine Kraft von 65 Ein- 
heiten auf. Eine zweite Portion des Auszugs wurde nun nicht mit Wasser, 
sondern mit einer toten (durch Aufkochen) | proz. Papayotinlésung ver- 
diinnt und in dieser Lésung die diastatische Kraft bestimmt. Sie betrug 
jetzt 75 Einheiten. 

Substanzen also, die aus dem Papayotinpriparat stammen, beeinflussen 
die Bestimmung der diastatischen Kraft, dieser EinfluB ist jedoch verhaltnis- 
maBig unbedeutend, so daB die Zunahme an Kraft in mit Papayotinlésung 
hergestellten Ausziigen nicht diesen Substanzen, sondern wohl dem 
Papayotin selbst zuzuschreiben ist. 

Auch hier muBte ich mich noch iiberzeugen, ob diese Zunahme an 
Kraft nicht dem f-diastatischen Agens zuzuschreiben ist. Der Auszug 
von anfanglicher Kraft von 1062,5 Einheiten wies nach 20minutigem 
Erhitzen auf 61 bis 62° keine mittels der Lintnerschen Methode feststellbare 
diastatische Kraft mehr auf, was beweist, daB keine f-diastatische Kraft 
im nicht erhitzten Malzauszug vorhanden war, das diastatische Vermégen 
somit nur auf das Vorhandensein von a-Diastase zuriickzufiihren war. 
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Obige Versuche ergeben, da die Gerste tatsiachlich bedeutend 
mehr (1062,5) diastatischer Einheiten enthalt, als durch Wasser ent- 
ziehbar ist, sie ergaben aber auch die tiberraschende Tatsache, daf 
Gerste bedeutend mehr diastatische Einheiten enthdalt als an solchen dem 
aus thr dargestellten Malz durch Wasser entzogen werden kann, namiich 
1062,5 gegeniiber 677. 

Diese Tatsache ware nun nicht schwer zu erklaren: Das a-diasta- 
tische Agens ist, wie gesagt wurde, in der Gerste von irgendwelchen 
EiweiBsubstanzen ab- oder adsorbiert und wird erst durch Proteolyse 
derselben frei. Eine starke Papayotinlésung hydrolysiert simtliche 
hier in Frage kommenden Eiweifsubstanzen und macht dadurch 
das siimtliche a-diastatische Agens frei, wahrend der Malzung aber, 
wihrend welcher ebenfalls eine Proteolyse im Korne stattfindet und 
dadurch ein Mehr an a-diastatischem Agens auslaugbar wird, geht 
dieser ProzeB nicht so weit wie bei Anwendung von Papayotin, es 
wird deshalb auch nicht so viel an diastatischem Agens frei wie im 
letzteren Falle. 

Ich sah jetzt ein, daB ich mich von der GréBe der gesamten 
a-diastatischen Kraft sowohl der Gerste als auch des aus ihr hergestellten 
Malzes zwecks Gewinnung der rechnerischen Grundlagen zur Her- 
stellung von kiinstlich gemischten (a + £)-diastatischen Ausziigen 
erst durch Auslaugen derselben mit papayotinhaltigem Wasser tiber- 
zeugen konnte. Es war deshalb notwendig, noch zu untersuchen, 
welche Mengen an a-diastatischem Agens durch papayotinhaltiges 
Wasser aus Malz auslaugbar sind. 





g) EinfluB von Papayotin auf das Ergebnis der Extraktion von Malz- 
mehl im Vergleich mt dem von Gerstenmehl. Es wurden 2000 Gerstenkérner 
abgezihlt (sie wogen 69,4g) und auf einer Kaffeemiihle fein gemahlen. 
Aus einer weiteren Portion der niamlichen Gerste wurde ein zehntigiges 
Malz hergestellt und dann an der Luft getrocknet. Von diesem Malz 
wurden nur 2000 wirklich gekeimte Korner abgez&hit und ebenfalls zu Mehl 
vermahlen; dieses Malzmehl wog 58,5 g. 

25 g Gerstenmehl wurden mit 150 cem Wasser durch 9 Stunden unter 
fortwihrendem Quirlen ausgelaugt. Die diastatische Kraft dieses Auszugs 
war Dz = 325. 

25g des gleichen Gerstenmehls wurden mit 150 ccm einer 1 proz. 
wisserigen Papayotinlésung ebenfalls durch 9 Stunden ausgelaugt. De 
dieses Auszugs war 1062,5. 

Nun wurden 21,8 g') des Malzmehls mit 150 ccm reinen Wassers durch 
9 Stunden unter Quirlen ausgelaugt. Die diastatische Kraft dieses Auszugs, 
also Dia +), war 937,5. 

50 ccm des Auszugs wurden durch 20 Minuten auf 61° erhitzt. Im 
abgekiihlten und filtrierten Auszug wurde die diastatische Kraft, die wohl 


1) Diese Menge entsprach den urspriinglichen 25g Gerste, aus der 
das Malz hergestellt wurde. 
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die zu etwa 80 Proz. iibriggebliebene #-Kraft vorstellte, bestimmt; sie 





d betrug 375 Einheiten. Die ganze (100 Proz.) #-diastatische Kraft hat 

t- somit vor der Erhitzung 469 Einheiten betragen. Es ist daraus zu schlieBen, 

B daB die a-diastatische Kraft des urspriinglichen, nicht erhitzt gewesenen 

m Malzauszugs, also Deg = 937,5 — 469 = 468,5 Einheiten betragen hat. 

h Es wurden jetzt 21,8g') des Malzmehls mit 150 cem einer 1 proz. 
wisserigen Papayotinlésung durch 9 Stunden ausgelaugt. Dye 3) des 
filtrierten Auszugs betrug 1187,5 Einheiten. 

\- Auf die nimliche Weise, wie beim rein wisserigen Auszug wurde Ds 

n bestimmt; es betrug 469 Einheiten, woraus zu schlieBen ist, daB De des 

“ mit Papayotinlésung erhaltenen Auszugs 1187,5 — 469 = 718,5 Einheiten 

. 
betragen hat. 

e 4 . ; 5 ‘ * , , 

; Zusammengestellt sind obige Ergebnisse iibersichtlicher: 

’ 

a Gerste: 

d a) Im wiasserigen Auszug De = 325 diastatische Einheiten. 

t b) Im Papayotinauszug JD, = 1062.5 a Po 

” Malz: 

av a) Im wisserigen Auszug Die + 3) 937.5 diastatische Einheiten. 

Ds 469 a — 

n De = 468.5 ’ . 

n b) Im Papayotinauszug Die + 4) = 1187,5 os 2 

‘ D3 = 469 ” ” 

P De . 718,5 ” ” 

n 

% Aus dieser Zusammenstellung ist nun unter anderem auch nach- 

% folgendes ersichtlich: 

a 1. Durch Einwirkung von Papayotin auf Malzmehl werden bedeutend 


mehr diastatische Einheiten extrahierbar (ndmlich 1187,5 — 937,45 = 250) 
" als durch reines Wasser allein. 


J 2. An B-diastatischen Einheiten gibt das Malzmehl aber sowohl an 

. reines Wasser als auch an eine Papayotinlésung gleiche Mengen, ndmlich 

: 469, ab, so daB die oben festgestellte VergréBerung der enzymatischen 

1 Wirkung ausschlieBlich von der a-diastatischen Kraft herriihrt. 

: 3. In der der urspriinglichen Gerstenmenge entsprechenden Menge 

. Malz sind bedeutend weniger (némlich um 1062,5 — 7185 = 344 
weniger) a-diastatischer, mittels Papayotin auslaugbarer Einheiten 
enthalten. 

, Auf Grund obiger Ergebnisse gelangte ich zu der Erkenntnis, dab 

. a-Diastase dem rohen Korne durch Wasser nur zum Teil (im gegebenen 
Falle zu etwa 30 Proz.) entzogen werden kann; der weit tiberwiegende 
Teil (69 bis 70 Proz.) verbleibt im Korne und wird erst durch einen 

" proteolytischen ProzeB frei. 

. 1) Diese Menge entsprach den urspriinglichen 25g Gerste, aus der 


das Malz hergestellt wurde. 





aisenrnnneEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEIEEEEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEENNEE 


110 V. Syniewski: 


Die zu Anfang dieses Kapitels entstandene Frage, ob das im 
wasserigen Malzauszuge vorgefundene Mehr an a-diastatischer Kraft, 
im Vergleich mit der der Gerste, aus dem rohen Korne noch stammt 
oder aber im Malze neben der f-diastatischen Kraft vollkommen neu 
gebildet wird, ist durch dieses Experiment nicht nur dahin entschieden 
worden, daB sie noch aus dem rohen Korne stammt und nur durch die 
auch im Malze wdhrend des Wachsens stattfindende Proteolyse so weit 
frei wird, daB sie in den Auszug iibergeht, sondern es ergab sich jetzt, 
daB von der anfangs im rohen Korne vorhandenen gesamten a-Diastase 
durch das Malzen zwar eine gréBere Menge ,,wasserléslich** wird, dap sich 
jedoch ein Teil dieses gesamten Enzyms im Malze nicht mehr als a-Diastase 
offenbart, sondern als solche in ihm aufgehdrt hat zu bestehen, also aus 
thm verschwunden ist, und da jetzt das B-diastatische V ermégen erscheint. 

Die Erérterung der Frage dariiber, was beim Milzen aus der ver- 
schwundenen a-diastatischen Kraft geworden ist, behalte ich mir fiir 
eine der nachsten Abhandlungen vor; an dieser Stelle will ich nur 
erwahnen, daB hier auch nachfolgende zwei Méglichkeiten ins Auge 
gefaBt werden kénnen: Entweder wird a-Diastase veratmet und 
B-Diastase entsteht hiervon unabhingig aus einem vorher diastatisch 
unwirksam gewesenen Bestandteil des Gerstenkorns, oder aber erleidet 
die a-Diastase wihrend des Wachstums des Gerstenkorns irgend eine 
Umwandlung und wird zu B-Diastase. 





Die beschriebenen Experimente haben mich dariiber belehrt, auf 
welche Weise ich Kenntnis vom gesamten a-diastatischen Vermégen 
der Gerste und dem a- sowie #-diastatischen Vermégen eines Malzes 
erlangen kénnte, um, mich auf diese Kenntnisse stiitzend, einen in 
betreff der beiden diastatischen Krifte dem natiirlichen Malzauszug 
gleich zusammengesetzten Auszug kiinstlich zusammenmischen zu 
kénnen. Da mir aber jetzt zur Lésung der Frage, ob das im erhitzt 
gewesenen Malzauszug iibrig bleibende f-diastatische Vermégen einer 
natiirlichen Diastase oder einem Kunstprodukt zuzuschreiben ist, auch 
ein Vergleich von solchen diastatisch wirkenden Ausziigen geniigen 
kénnte, die nicht gerade simtliche Diastase des Gersten- bzw. Malz- 
kornes in sich aufgenommen haben, wenn sie nur, nicht nur was die 
beiden diastatischen Kriafte anbelangt, sondern auch in bezug auf die 
iibrigen in ihnen vorhandenen Substanzen méglichst gleich zusammen- 
gesetzt wiiren, so sah ich von der Anwendung von Papayotinlésung 
zur Herstellung der Ausziige ab und beschloB, hierzu nur reines Wasser 
zu gebrauchen; hierbei lieS ich mich noch von der Uberlegung leiten, 
daB Papayotin eine gersten- bzw. malzfremde Substanz ist und eine 
Zumischung derartiger Substanzen das Ergebnis des spaiteren Experi- 
ments verschleiern kénnte. 
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im Die Herstellung von _ gleichdiastatischen, einerseits  kiinstlich 
ft, zusammengemischten, andererseits natiirlichen Ausziigen geschah wie 
nt folgt : 
eu Es wurden vor allem folgende Ausziige hergestellt: 
en a) Ein wisseriger Gerstenauszug. 
lie b) Ein ebensolcher Auszug, in dem aber das enzymatische Agens 
vit durch Aufkochen getétet wurde. 
t c) Ein wiisseriger Malzauszug. 
“ d) Ein ebensolcher Auszug, der durch 20minutiges Erhitzen auf 
a 60 bis 61° bloB f-diastatisch wirkend gemacht wurde. 
ch e) Ein wisseriger Malzauszug, dessen enzymatisches Vermégen 
SE durch Aufkochen vdllig getétet wurde. 
us Samtliche Ausziige wurden blank filtriert und in den noch wirksamen 
ut. die diastatischen Krafte bestimmt. 

Die Berechnung der zusammenzumischenden Mengen geschah auf Grund 
r- nachfolgender Erwagungen: 
ar Es seien: 
ir die a-diastatische Kraft des frischen Malzauszugs ........ =m 
re a & = a = a = ey ae 
d » @- 99 % o» Geretemausmugs .. 2.2. ss 2 2 6 oo BO 
h « & os - » auf 60° erhitzt gewesenen Auszugs . . . = 
et Wenn wir dem frischen Malzauszug die Menge M (in Kubikzentimetern) 

entnehmen zur weiteren Verwendung, so enthalt sie: 
ae mM a-diastatischer (cem)-Einheiten und 
nM p- ” ” 

Um nun im kiinstlich zusammenzumischenden Auszug die gleiche 
if Menge von a- bzw. f-Einheiten zu haben, ist es dann nétig, nachfolgende 
n Mengen in Kubikzentimetern) der Ausziige zu nehmen: 

. M,= m/oM des Gerstenauszugs und 
M, = n/pM des auf 60° erhitzt gewesenen Malzauszugs. 

“ Nach dem Zusammenmischen der beiden letzteren Ausziige erhalten 
e wir die Summenmenge M, + M,, die der Menge M des natiirlichen Auszugs 
u selbstverstandlich nicht gleich sein wird; wir miissen deshalb die Menge M 
t dieses Auszugs um so viel erginzen, daB sie der Menge der kiinstlichen 
r Mischung gleich wird. 
h Es ist hier nicht von der Hand zu weisen die Annahme, daB die nicht 

diastatischen Substanzen der Ausziige auf die Wirksamkeit der beiden 
a diastatischen Kriifte irgend einen férdernden oder auch hemmenden Einflu8 
- ausiiben werden, und zwar vielleicht die des Gerstenauszugs einen anderen 
e als die des Malzauszugs, man muB deshalb Vorsorge treffen, da® in dieser 
p Hinsicht beide zu vergleichenden Ausziige méglichst gleichgestellt werden. 


Die Ergainzung der Malzauszugsmenge werden wir deshalb nicht mit reinem 
Wasser, sondern teils mit totem Gersten-, teils mit ebensolchem Malzauszug ') 
- vornehmen, wobei die Mengen dieser Zumischungen so zu bemessen sein 

werden, daB in den beiden zu vergleichenden Ausziigen gleiche Mengen 


1) Freilich ist ein toter Auszug einem frischen nicht vollkommen gleich, 
da aus ihm eine gewisse Menge von koagulierten Substanzen ausgeschieden 
’ wurde; es ist jedoch anzunehmen, daB diese Substanzen auf Diastase 
keine Wirkung haben werden. 
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von auBerdiastatischen Gerstenauszugs- und gleiche von ebensolchen Malz- 
auszugssubstanzen vorhanden sind. 

Es sei nun: 2 die hinzuzusetzende Menge des toten Gerstenauszugs 
und y die hinzuzusetzende Menge des toten Malzauszugs. 

Die beiden miissen nachfolgenden Bedingungen geniigen: 
M x 
Me. - =] age 1 
M,+ M,=M+2#-+y und M,~ M+y 
woraus dann folgt 

x = M, und y = M, — M, 
was iibrigens durch einfache Uberlegung ebenfalls herauszubringen gewesen 
ware. 
Dq + 4» des frischen Malzauszugs war 1375. 


Ds des auf 60° erhitzt gewesenen Malzauszugs war 437,5. 

Ds des nicht erhitzten Malzauszugs war somit °,, . 437,5 = 546,5. 
De des frischen Malzauszugs war also 1375 — 546,5 = 828,5. 
De des Gerstenauszugs war 187,5. 


Es war somit zu setzen: 
m = 828.5 


n = 546,5 und daraus m/o = 4,41; n/p = 1,25 
o = 187,5 
p = 437,5 
An frischem Malzauszug nahm ich die Menge M = 100 ccm, zu den 


Mischungen muBte ich also folgende Mengen nehmen: 
M, = m/oM = 441 cem (Gerstenauszug. 
M, = n/p M = 125 ccm (auf 60° erhitzt gewesener Malzauszug). 
a = M, = 441 ccm (toter Gerstenauszug). 
y = M, — M = 25cem (toter Malzauszug). 

Die kiinstliche (a + f)-diastatische Mischung sollte somit M, + M, 
= 566cem betragen, und ebensoviel die nicht denaturierte (a + )-dia- 
statische Mischung, d. i. der verdiinnte Malzauszug selbst. 

Die Mischungen wurden hergestellt. Bevor ich jedoch zum Vergleich 
ihres Verhaltens Stirkelésung und héherer Temperatur gegeniiber schritt, 
bestimmte ich, zur Kontrolle der richtigen Herstellung der Mischungen, 
ihre diastatischen Gesamtkrifte. Es war leicht zu berechnen, daB diese 
Kriifte, die in beiden Mischungen selbstverstindlich gleich sein muBten, 
243 Einheiten betragen sollten. 

Das Experiment ergab nun: 

In der undenaturierten Mischung (Malzauszug) Die + 4 = 237,5, 
in der kiinstlichen Mischung D¢e + 3) = 275. 

Bei Beriicksichtigung der bei der Lintnerschen Methode médglichen 
FehlergréBe entsprach Diq+ 3) der nicht denaturierten Mischung der 
berechneten Zahl volikommen, das der kiinstlichen Mischung war aber 
sichtlich gréBer. 

Als noch weitere zwei Versuche mit immer von neuem hergestellten 
Ausziigen von anderen Gersten und anderen Malzen zeigten, dab die 
kiinstliche Mischung immer eine gréBere diastatische Kraft aufwies, 
als nach der Berechnung zu erwarten war, wahrend die natiirlichen 
Mischungen die berechneten Kriifte tatsachlich hatten, sah ich ein, 
daB der festgestellte Unterschied keinem Versuchsfehler, wie ich anfangs 
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lz- dachte, entstammte und nur einer falschen Berechnung der kiinstlich 
zusammenzumischenden Mengen der Ausziige zuzuschreiben war. 

Eine solche Berechnung konnte nur von der Unrichtigkeit der 
Zahlen m oder n herriihren, da die beiden anderen Zahlen o und p 
direkt experimentel] bestimmt worden waren, sie aber durch SchluB- 
folgerung ermittelt wurden. 

Was die Zahl » anbelangt, wurde angenommen, dab ebenso wie 
der 20 Minuten auf 60° erhitzte, nur #-diastatische Auszug im auf 
“a S. 99 angefiihrten Experiment, etwa 20 Proz. seiner £-diastatischen 
Kraft einbiiBte, so auch wohl der hier angewandte Malzauszug durch 
ein ebensolches Erhitzen eine prozentual gleiche EinbuBe an seiner 
f-diastatischen Kraft erlitt, daB er somit im frischen Zustande 5/, jener 
Kraft besessen haben muBte, die er nach dem Erhitzen noch behalten 
hatte, das ist ®/, p. Nun konnte es aber sein, was das spiitere Experiment 
auch bestatigte, daB beim Erhitzen auf 60° nicht immer 20 Proz. der 
urspriinglichen #-diastatischen Kraft vernichtet werden, sondern dab 
hierbei auBer der Temperatur auch verschiedene Substanzen (saurer usw. 
Natur), die den betreffenden Gersten und den verschieden hergestellten 
n und verschieden alten Malzen eigentiimlich sind, vernichtend und dann 

in verschiedenem Grade wirken, daB somit hierbei auch andere pro- 

zentuale Mengen an f-Diastase vernichtet werden. Um ein richtiges n 

zu haben, beschloB ich, von nun an seine Bestimmung nachfolgend 

vorzunehmen: Ein Teil des Malzauszuges wird dureh Erhitzen nur 
f-diastatisch gemacht und seine Kraft hieraus bestimmt. Bei Er- 
- hitzung der Hauptportion auf 60° zwecks Herstellung des fiir die 
Mischung notwendigen #-diastatischen Auszuges wird gleichzeitig und 
unter vollkommen gleichen Bedingungen der friiher einmal erhitzt 
gewesene und deshalb jetzt nur rein £-diastatische Auszug von bereits 
e bekannter Kraft von neuem erhitzt, um zu bestimmen, welche pro- 
' zentuale Menge an f-Diastase er hierbei verloren hat, und daraus 
dann geschlossen, welche Menge an f-diastatischen Krafteinheiten 
der frische Malzauszug bei derselben Erhitzung eingebiiBt hat, wie 
groB somit das urspriingliche D; =n war. 

Die Zahl m wurde bisher durch nachfolgende SchluBfolgerung 
ermittelt: Wenn PD, , ) des frischen Malzauszuges 1375 Einheiten 
betragt und D, dieses Auszuges gleich 546.5 ist, dann muB D, des 
Auszuges gleich dem Unterschied dieser beiden GréBen, also gleich 
l 828,5 sein. Hier konnte ein Fehler begangen worden sein, da bei dieser 
, SchluBfolgerung stillschweigend, als selbstverstandlich, die Voraus- 
setzung gemacht worden war, daB die Verzuckerungskraft des Malz- 
auszuges gleich ist der algebraischen Summe der GréBen beider in ihm vor- 
, handenen diastatischen Krafte. Wenn man jedoch den Fall annimmt, dab 
sich die beiden Kriafte irgendwie beeinflussen, so ist die obige Vor- 
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aussetzung falsch und dann, selbstverstandlich, unrichtig die Berechnung 
des D, des Malzauszuges (= m), somit auch unrichtig die Berechnung der 
zusammenzumischenden Mengen der Ausziige. Ich wurde daher ge- 
zwungen, Vorversuche dariiber anzustellen, ob und inwieweit die eine Art 
der diastatischen Wirkung die Tatigkeit der anderen Diastase beeinfluBt. 

Es wurde ein a-diastatischer Gerstenauszug hergestellt. Sein Dg betrug 
137,5 Einheiten. Ein durch 20minutiges Erhitzen auf 60° rein £-diastatisch 
gemachter Malzauszug wies ein Dg von 387,5 Einheiten auf. AuBerdem 
wurde ein toter Gerstenauszug durch Aufkochen und Filtrieren des frischen 
hergestellt. Es wurden dann nachfolgende Mischungen zusammengesetzt: 


1. 30 ccm des 3-diastatischen Auszugs + 0cem des «-diastatischen Auszugs 
a ‘ . Tay * - 

3. 30 ” ” + 20 ” ” ” ” 

4. 30 ” ” ” ” + 30 ” 7 “ ” 

5. 30 os ” ” + 40 ” ” ” ” 

6. 30 ” ” ” ” + 50 ” ” ” 


Jede mit totem Gerstenauszug zu 100 ccm aufgefiillt. 
In jeder dieser Mischungen wurde die diastatische Gesamtkraft be- 
stimmt und das Ergebnis mit der berechneten Summe der zusammen- 
gemischten Einzelkrafte verglichen. Die Resultate bringt folgende Tabelle: 





Nr. der Da +p) Nr. der Ma + 3) 
Mischung “Loccchnct | bestiamt | Mischung berechnet _ bestimmt 
l | 23,25 24.0 4 31,50 33.0 
2 26,00 25,5 5 34,25 39.0 
3 28,75 28,5 6 37,00 475 


Es ergab sich, daB, vom Versuch 4 angefangen, die tatsachlich 
ermittelte Gesamtkraft gréBer ist, als die berechnete Summe der 
Einzelkrafte, woraus dann klar folgt, daB die friiher hergestellten 
Mischungen falsch zusammengesetzt worden waren. 

Um sie richtig zusammensetzen zu kénnen, mubte ich vorerst 
das Gesetz kennenlernen, nach welchem diese gegenseitige Beein- 
flussung der beiden Kriafte stattfindet. Es sollten die diastatischen 
Krafte, in méglichst vielen Verhaltnissen zusammengemischt, auf ihre 
Summenkraft untersucht werden. 

Zu den weiteren Versuchen wurde eine Gerste des Jahrgangs 1919 von 
100 Proz. (!!) Keimkraft verwendet. Ein Teil der Gerste wurde vermilzt. 
Die Weiche dauerte 55 Stunden bei 12°, das Keimen 12 Tage, und wurde 
es im Ejiskasten bei + 7,5° durchgefiihrt. Das Malz wurde an der Luft 
bei 18° durch 6 Tage getrocknet. 

Aus der Gerste wurde ein Doppelauszug hergestellt: 1 Teil feinen 
Gerstenschrotes wurde mit 5 Teilen Wasser am ersten Tage durch 9 Stunden 
ausgelaugt; am nachsten Tage wurde eine gleiche Menge frischen Gersten- 
schrotes einer neunstiindigen Auslaugung mittels des mittlerweile erhaltenen 
Filtrats vom vorigen Tage unterworfen. Aus dem geschroteten Luftmalz 
wurde mittels Wassers im Verhiltnis von 1: 5 ebenfalls ein Auszug bereitet. 

Nach dem Beginn des Quirlens wihrend der Auslaugung sowohl des 
Gersten- als auch des Malzschrotes wurde auf je 1000 ccm Wasser 1 cem 
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Toluol hinzugesetzt. Nach dem Filtrieren erhielten die Ausziige nochmals 
Toluol, und zwar 0,5cem auf je 1000 cem. 

Der Malzauszug wurde auf Erlenmeyerkélbchen zu je 50 cem verteilt 
und durch 20 Minuten im Thermostaten auf 60 bis 601,° erhitzt, darauf 
nach Abkiihlung filtriert. 

Ein Teil des Gerstenauszugs wurde aufgekocht und filtriert. 

De des Gerstenauszugs war 625, Dg des erhitzt gewesenen Malzauszugs 
war 1400. 

Es wurden nun Mischungen der Ausziige hergestellt und ihre diastati- 
schen Krafte bestimmt. Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle 
zusammengestellt : 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Es wurden zusammengenischt z Ma + 3) der Mischung £5 E ce & 
sj —— —| 33> — Poet) 
4 com com Ebene | S54 | 3 getunden BEE PZT le 
< ‘ 35 ek i= 24 SScos 
Zz 272% c SEs By 54. 
2 des des des Sd¢= ~§& ba c i$ Pe 85325 
543% ez \s +4 i428 
diastatischen sat 2 ~ a she iba © 
Auszugs ~ 2 > s e=2q \*~ = 
1 20 10 2 280 625 223 3425 1: 5.750) 375 1339 
2 20 2 2 280 1250 446 4050 1-10 425 425 151.8 
320/30 < 280 1875 669 4675 1:10 500 500 = 1857 
4 20/40 ZS 280 250.0 87,2 5300 1:10 850 850 3035 
5 20 50 25 280 3125 1115 5925 1:20 50.0 1000 = 3571 
6 20 60 25 280 375.0 1338 655,0 1:20 525, 1050 375,0 
7 20 70 5§ 280 4375 1561 7175 1:20/55,0 1100 3928 
8 20 80 3° 280 500.0 1784 780.0 1:20 60,0 1200 4285 
9 10 50 FE 140 3125 2232 4525 1:20 425 1700 607,1 
10 10 | 60 2g «140 | 375.0) 2678 5150 1:20 52.5) 2100 7500 
11 10 70 & 140 437,55 3125 577.5 1:20 580 2320 8285 
12 10 80 & 140 500.0 357.1 640.0 1:20 625 2500 8928 
13 10 9 = 140 5625 4014 7025 1:20 65.0 2600 9285 
14 5 | 60 = 70 375.0 535.7 445.0 1:10 800 3200 11428 


Aus den Zahlen obiger Tabelle la6t sich nun nachfolgende graphische 
Darstellung des Verlaufs der gegenseitigen Beeinflussung der in verschiedenen 
Verhaltnissen zusammengemischten beiden diastatischen Krafte kon- 
struieren: 
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Auf der Abszissenachse tragen wir die Zahlen der sechsten 
Kolonne auf, auf der Ordinate einmal die Zahlen der Kolonne 7, 
dann bekommen wir die Gerade ab, die uns das Anwachsen der 
algebraischen Summe der beiden zusammengemischten diastatischen 
Krifte darstellt, das andere Mal die Zahlen der Kolonne 9, dann 
bekommen wir die Kurve, welche uns graphisch das Gesetz 
des scheinbar unregelmaiBigen Anwachsens der Gesamtkraft der 
Mischung mit dem prozentualen Anwachsen der a-Kraft in ihr 
darstellt. 


Wenn wir nun zweckmabigkeitshalber im Punkte 535,7 auf die 
Abszissenachse eine Senkrechte errichten und ihren bis zum Durch- 
schnitt mit der Kurve reichenden Abschnitt in 1142.8 Teile teilen, 
dann kénnen wir mit Hilfe dieser Teilung jene Punkte auf der Kurve 
aufsuchen, die den wirklichen Verzuckerungskraften (a@ + §)-diastatisch 
verschieden zusammengesetzter Mischungen entsprechen. Wir be- 
stimmen experimentell die (a + £)-diastatische und die #-diastatische 
Kraft der Mischung, suchen den betreffenden Punkt auf der Kurve 
auf, fallen eine Senkrechte auf die Abszissenachse und bekommen 
im FuBpunkt dieser Senkrechten die Zahl, welche uns das prozentuale 
Verhaltnis des a-diastatischen, zur bereits bekannten f-diastatischen 
Kraft der Mischung angibt. 


Es wurden jetzt von neuem zwei miteinander zu ie eee dia- 
statische Mischungen hergestellt: 


Aus derselben Gerstenprobe, welche zu obigem Versuch verwendet 
wurde, wurde ein Doppelauszug bereitet. Sein Dg betrug 525 Einheiten. 
Ebenso wurde ein Auszug aus einer weiteren Portion des beim vorigen 
Versuch verwendeten Malzes hergestellt. Sein Dia +s) war 2360. 


Es wurden jetzt 100ccm des Malzauszugs im Thermostaten durch 
20 Minuten auf 60 bis 60%° erhitzt; das a-diastatische Vermiégen somit 
vernichtet. Dg dieses Auszugs war 1280, 


Nachdem das Dj dieses Auszugs bestimmt worden war, wurde die 
Hauptportion des Malzauszugs zu je 50 ccm auf sieben Kélbchen verteilt, 
sowie 50 ccm des bereits einmal erhitzt gewesenen Malzauszugs (von D3 
= 1280) in ein gleiches Kélbchen getan, und sémtliche Kélbchen in dem- 
selben Thermostaten gleichzeitig wibrend 20 Minuten auf 60 bis 601° erhitzt. 
Nach dem Abkiihlen und Filtrieren wurden die Dz einerseits in der Haupt- 
portion, andererseits in dem zum zweiten Male erhitzt gewesenen Auszuge 
bestimmt. 


Dg der Hauptportion war 1200, 
De der zweimal erhitzten Portion war 830. 


Die letztere Portion hatte also von seinen friiheren Dz (= 1280) 
450 Einheiten eingebiiBt. Die unter véllig identischen Verhiiltnissen erhitzt 
gewesene Hauptportion hat, so ist anzunehmen, prozentual ebensoviel an 
£-diastatischer Kraft verloren; das Dg des urspriinglichen Malzauszugs 
hat somit 1850,6 Einheiten betragen. 
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Es wird jetzt berechnet, daB Die + g) des Malzauszugs (2360) 127,5 Proz. 
des Dg dieses Auszugs betrigt. Mit Hilfe dieser Zah! suchen wir den be- 
treffenden Punkt auf der Kurve auf und finden dann nach Fallung der 
Senkrechten auf die Abszissenachse, daB die a-diastatische Kraft des Malz- 
auszugs 18 Proz. des tatsiichlichen Dg ausmacht, somit 333,1 Einheiten 
betragt. 


Wir haben nun: 


m 333,1 
E — > somit mjo = 0,634 und n/p = 1,542. 
p = 1200 


Wenn man zur Herstellung der nicht denaturierten Auszugsmischung 
100 cem (= M) des Malzauszugs nimmt, so muB M, = 63,4cem und 
M, = 154,2cem betragen. Dann ist 2 = 63,4cem und y = 54,2 cem. 
Es wurde die nicht denaturierte Mischung M + x + y und die kiinstliche 
M, + M, zusammengesetzt; jede hatte das Volumen von 217,6 ccm. 

Die diastatische Gesamtkraft beider Mischungen sollte nach der Be- 
rechnung 1084,5 Einheiten betragen; die Bestimmung ergab: 


In der Verdiinnung 1: 20: 


8 fo ee ee 57,5 Einheiten 

<—— Y eere ee ok am 
somit unverdiinnt: 

bei M+a+y...... . 1150 Einheiten 

a ee ee a ee bs 


Wenn man bedenkt, daB bei der Lintnerschen Bestimmung der dia- 
statischen Kraft ein normaler Fehler von mindestens 2,5 Einheiten mit 
in den Kauf genommen werden mu8 und daB dann bei der Aufsuchung 
des betreffenden Punktes auf der Kurve, die ebenfalls mit entsprechend 
groBen Fehlern behaftet ist, ein weiterer Fehler begangen wird, was dann 
seinen Einflu8 auf die Zusammensetzung der kiinstlichen Mischung ausiiben 
muB, so ist die Zah! 1230 als mit der berechneten geniigend iibereinstimmend 
zu _ betrachten. 


B. Vergleichung der Mischungen. 


a) Verhalten einer Starkelésung gegeniiber. Es wurden 20 g lufttrockener 
Lintnerscher Starke zu 1000 ccm in Wasser geléist. Die Lésung enthielt 
in 100cem 1,6333 g Trockensubstanz. 


Je 30 cem der beiden Auszugsmischungen wurden mit Wasser zu je 
100 ecm erginzt und in dieser Verdiinnung zum Verzuckerungsversuch 
angewendet. Je 300cem der oben genannten Stirkelésung wurden mit 
10 ccm der betreffenden Auszugsmischung versetzt und zu 500 ccm erganzt. 
Von Zeit zu Zeit wurden zur Bestimmung des wachsenden Reduktions 
vermégens der Lésungen einer jeden 20 ccm entnommen. Zur Bestimmung 
des Jodfarbungsvermégens wurden aus Biiretten je 1 ccm der verzuckernden 
Lésung zu einer Mischung von 5ccm Wasser und 6 ccm einer n/100 Jod- 
lésung hinzugefiigt. Die erhaltenen Resultate sind in nachfolgender Tabelle 
zusammengestellt : 
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8¢ Verzuckert mittels der natiirlichen Verzuckert mittels der kiinstlichen 
Es Mischung M + 2 + y Mischung M, + Mp» 
3 c a: > ‘ “T ae a a ou 
+= Cur | Maltose- Cur | Maltose- 
2 i oO | : g 
8 ¥ Menge| menge omens Jodfarbung Menge | menge fetes Jodtarbung 
53 2 & Proz 8 2 Proz. 
10 0.0302 0.0255 13,01 blau 0,0408 0.0347 17,70 blau 
“Toe ee ee ce Bena deine fats 
30) 0.0535 0.0457 2331 | 0,0551 0.0471 24,03, 
40 — — _— etn a att erste Spur ciner 
50 > Pe rea ate violetten Farbe 


60 0.0787 0.0678 34.59 erste Spur einer 0.0793 0.0683 34,84 ausdriicklich 
violetten Farbe violetter Stich 


70 om one — — — — violett 
80 om = _— _— — — karmoisinrot 
90 0.1073 0,0931 47,50  ausdriicklich O.1115 0.0972 49.59 
100 paul ae a violetter Stich waa ze coli a 
110 —_ —_— _— violett (stark) — — — 
120 0.1306 0.1140 58,16 | Karmoisinrot 0.1353 0.1182 60,30 
130 —_ we — = -— = schwach braun 
140 = “ape mes braun — — — 
150 0.1471 0.1288 65,71 0.1546 0.1356 69,18 
100 | — ae ona at a. 
170 — ani ‘a a os os 
180 0.1562 0.1370 69,89 0,1601 0.1405 71,68 
190 — — — schwach braun = — —_ 
200 — — — immer —_— —_— — Spuren einer 
tal ne schwacher : ad erg = Farbung 
210 0,1606 0.1410 71,93 braun 0.1643 0.1443 73,62 keine Firbung 


Die aus obigen Zahlen konstruierten Verzuckerungskurven haben 
nachfolgende Gestalt: 


Verruckerungsgrad 





Verzuckerungszei? 





Abb. 2. 

Die voll ausgezogene Kurve stellt den Verzuckerungsverlauf mittels 
der nicht denaturierten Mischung M + x + y vor, die punktierte den mittels 
der kiinstlichen Mischung M, + ™M,. 

Aus dieser graphischen Darstellung der Parallelverzuckerung unter 
véllig gleichen Bedingungen ist es zur Geniige ersichtlich, daB die 
Verzuckerung der Starkelésung mittels beider Mischungen der diasta- 
tischen Krafte den gleichen Verlauf hat. Der Umstand, daB sich die 
Kurven nicht absolut decken, ist vollkommen erklarlich: Das kiinst- 
liche Gemisch erhielt infolge von Experimentalfehlern etwas mehr 
an §-diastatischer Kraft zugemischt, was sich dann auch darin offenbart 
hat, daB in der mit diesem Gemisch verzuckerten Lésung die Anderung 
des Jodfairbungsvermégens schon nach der ersten Stunde um 20 Minuten 
vorauseilte und spater um 30 Minuten und auch mehr. 
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- b) Verhalten bei héherer Temperatur. Es wurden beide Mischungen 
einer gleichzeitigen Erhitzung auf 55° bei absolut gleichen Bedingungen 
unterworfen. Obige Temperatur wurde in Erwiaigung des Umstandes ge- 
wahlt, da8 bei ihr sowohl] die a- als auch die f-Kraft ziemlich langsam 
vernichtet werden, so daB sich der Versuch auf eine lingere Zeitdauer 
ausdehnen abt. 


Die erhaltenen Resultate bringt folgende Tabelle: 








M+2+y M, + Mz 


er 


re ee sot —— ~~ oe a 
. fur den et pe fur den 


; unverdinnten in der unverdunnten 
Einheiten Auszug : rinheiten Auszug 


Die Erhitzung Diastatische Kratt 
auf 55°C bestimmt 


N . 
dauerte Min is ie 


Verdunnung 


60 1:20 52.5 1050 1:20 49 980 
120 1: 20 45 900 i 1:20 40 800 
180 1:20 | 79 790 1:20 | 76 760 


Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, daB sich beide Mischungen bei 
der Erhitzung im allgemeinen gleich verhalten haben. 


Zusammentassung der Untersuchungsergebnisse. 


1. Es JaBt sich zeigen, daB eine kiinstlich zusammengesetzte 
Mischung von a-diastatisch wirkendem Gerstenauszug und einem 
bloB B-diastatisch wirksam gemachten Malzauszug sich Stirkelésung 
und héheren Temperaturen gegeniiber véllig gleich verhilt, wie ein 
nicht denaturierter Malzauszug, woraus dann der SchluB zu ziehen 
ist, daB der letztere dieselben diastatischen Agenzien enthalt wie die 
kiinstliche Mischung, das ist a- und #-Diastase, da somit sowohl 
die a-Diastase der Gerste mit der a-Diastase des Malzes identisch ist, 
als auch die #-Diastase des erhitzt gewesenen Malzauszuges identisch 
ist mit der natiirlichen £-Diastase des nicht erhitzt gewesenen, also 
nicht denaturierten Malzauszuges, und kein Kunstprodukt vorstellt. 


is 2. a-Diastase ist ein carbonylhydrolytisch auf Starke wirkendes 
Enzym, das in der Starkemolekel jene Bindungen spaltet, mittels 
welchen die Maltosereste an den iibrigen Rest der Molekel gekniipft 
sind; bei dieser Spaltung entsteht, wenn sie zu Ende ist, einerseits 
Maltose, andererseits ein sich mit Jod noch blau farbendes Dextrin, 
das Fehlingsche Lésung nicht reduziert. Das Enzym wird in Gersten- 


t- und Malzausziigen durch 20 Minuten langes Erhitzen auf 60° vernichtet. 


wr 3. B-Diastase ist ein ebenfalls carbonylhydrolytisch auf Starke 
rt wirkendes Enzym, das aber in der Starkemolekel die Bindungen zerreiBt, 
ig mittels welchen die Glucosereste jenes Teiles der Molekel zusammen- 
n gehalten werden, der nach Abspaltung der Maltosereste als das sich 

mit Jod noch blau farbende Dextrin zuriickbleibt: bei dieser Spaltung 
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andert sich das Jodfirbungsvermégen der resultierenden Produkte 
iiber Violett, Rot und Braun bis zum Verschwinden der Farbe. 

Das Enzym wird in Malzausziigen erst bei 80° vernichtet. 

4. Gerste enthalt bloB a-Diastase, und zwar zum geringeren Teil 
durch Wasser auslaugbar, zum gréBeren jedoch von irgendwelchen 
eiweiBartigen Substanzen ab- oder adsorbiert. 

5. Auslaugbar aus dem Korn wird simtliche a-Diastase erst 
dann, wenn die sie ab- oder adsorbierenden Substanzen einer voll- 
standigen Proteolyse anheimfallen; durch eine wihrend des Milzens 
stattfindende teilweise Proteolyse wird bloB ein Teil der a-Diastase 
in auslaugbaren Zustand iibergefiihrt. 

6. B-Diastase entsteht im Korn erst wihrend des Milzens; sie 
ist durch Wasser vollkommen auslaugbar. Wiahrend ihrer Entstehung 
verschwindet ein Teil der a-Diastase. Proteolytische Einwirkung auf 
a-Diastase laBt keine £-Diastase entstehen. [Es scheint mir am wahr- 
scheinlichsten zu sein, da £-Diastase aus a-Diastase entsteht, und 
zwar durch Oxydation')]. 

7. Malz enthalt an diastatischem Agens nicht mehr als die be- 
treffende Rohgerste, sondern im Gegenteil vielleicht weniger. 

8. Die Gesamtverzuckerungskraft beider Diastasen ist, wenn sie 
zusammengemischt auf Starke wirken, gréBer als die Summe der Ver- 
zuckerungskrafte der beiden Diastasen vor ihrer Mischung. Das Ver- 
haltnis dieser Gesamtkraft zur Summe der beiden einzelnen Krafte ist, 
je nach dem prozentualen Verhaltnis dieser Krifte in der Mischung, 
verschieden. 





') Der Erérterung dieser Frage wird eine der nachsten Abhandlungen 
gewidmet sein. 
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Versuche iiber Glykolyse. 
Von 
Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 2. Marz 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die vorliegende Arbeit, die auf Vorschlag von Herrn Warburg 
unternommen wurde, zerfallt in folgende Abschnitte: 


I. Ist die Glykolyse durch Tumorgewebe eine reine Milchsaure- 
garung ’ 
II. Messung der Glykolyse durch Bicarbonatbestimmungen. 
III. Manometrische Messung der Glykolyse bei Gegenwart von 
Serum. 
IV. Glykolytische Wirkung von Tumorgewebe in Serum. 
V. Glykolyse im Blute. 


Ich erinnere hierbei an die Bedeutung der Quotienten'): 


cmm verbrauchten Sauerstoffs 


= A ‘ 
Qo, mgr Gewebe x Stunden ectenait 
- < emm Extrakohlensaure, gebildet in Sauerstoff 
CO, mgr Gewebe x Stunden 


(Glykolyse unter aeroben Bedingungen). 


Qs; emm Extrakohlensaure, gebildet in Stickstoff 
CO, mgr Gewebe = Stunden 
(Glykolyse unter anaeroben Bedingungen). 


Statt Glykolyse unter aeroben Bedingungen sagen wir kurz: 
,aerobe Glykolyse“, und statt Glykolysc unter anaeroben Bedin- 
gungen kurz: ,,anaerobe Glykolyse** 


1) O. Warburg, Verbesserte Methode zur Messung der Atmung und 
Glykolyse, diese Zeitschr. 162, 51, 1924. 
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1. Ist die Glykolyse durch Tumorgewebe eine reine Milchsiuregirung ? 


Minami') hat gezeigt, daB die Zuckerspaltung durch Tumorgewebe 
im wesentlichen ein Zerfall von Hexose in zwei Molekiile Milchsaure 
ist. Ob aber hierbei, wie durch Milchséurebazillen, kleine Mengen an 
Zucker auf anderem Wege gespalten werden, hat Minamis ziemlich 
rohe Versuchsanordnung noch nicht entschieden. 





Ich habe die wichtige Frage auf doppelte Weise gepriift, namlich 
erstens, indem ich die Abnahme des Bicarbonats in der Ringerlésung 
mit den erscheinenden Gasmengen verglich, zweitens, indem_ ich 
Zuckerverbrauch und ausgetriebene Kohlensiure verglich. Bei der 
ersten Anordnung muBten andere Girungen (alkoholische Garung, 
Buttersauregirung) sich so geltend machen, daB mehr Gas erschien, als 
Kohlensaure aus dem Bicarbonat ausgetrieben wurde. Ich fand eine 
solche Diskrepanz nicht, sondern es erschien — innerhalb der Fehler- 
grenzen von etwa 3 Proz. — immer nur so viel Gas, als Kohlen- 
siure aus dem Bicarbonat ausgetrieben war. Es entsteht also bei 
der Zuckerspaltung durch Tumorgewebe, innerhalb der genannten 
Fehlergrenzen, ausschlieBlich Milchsaure. 

Hiernach muB fiir je zwei gebildete Milchsiuremolekiile ein Molekiil 
Glucose aus der Ringerlésung verschwinden, falls der gesamte 
Zucker aus der Ringerlésung und nicht etwa zum 
Teil aus dem Zellinnern entnommen wird. Der 
Versuch ergab, daB — innerhalb der etwa 4 Proz. 
betragenden Fehlergrenzen — ein Molekiil Zucker 
aus der Ringerlésung verschwindet,wenn zwei 
Molekiile Siure in der Ringerlésung erscheinen. 

Dies gilt fiir das Flerner-Joblingsche Ratten- 
carcinom, nicht aber fiir jedes Gewebe. So habe 
ich gefunden, dab der Hiihnerembryo seinen 
glykolytischen Zuckerverbrauch nur zum Teil aus 
der umgebenden Ringerlésung bestreitet, zum Teil 
aber zelleigenes Kohlehydrat spaltet. Die Messung 
der Glykolyse durch Messung des Zuckerver- 
brauchs in der umgebenden Lésung liefert also 
nicht immer richtige Resultate. 





Beschreibung der ersten Anordnung. 
Ich verwendete vier GefaiBe von der Form der Abb. 1, Nr. 0, 
1, 2 und 3. 
Gefaf 0 wurde in R mit 1 cem Ringerlésung beschickt und diente 
als Thermobarometer. 


1) Seigo Minami, diese Zeitschr. 142, 334, 1923. 
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Geta I wurde in R mit 1 cem Ringerlésung beschickt, in A mit 
0,2 cem 4 proz. Citronensaure. 

Gefaf 2 wurde in R mit leem Ringerlésung und einem Ge- 
webeschnitt beschickt, in A mit 0,2 cem 4proz. Citronensiure. 

GefafB 3 wurde beschickt wie GefaiB 2. 

Die so vorbereiteten GefaBe wurden mit 5proz. Kohlensiure in 
Stickstoff gefiillt und im Thermostaten béi 37,5° 10 Minuten zwecks 
Temperatur- und Druckausgleichs geschiittelt. Die Zeit, zu der der 
Ausgleich beendet war, bezeichnen wir mit ?. 

Bei ¢ wurde die Citronensiure aus den Anhingen A der Gefabe 1 
und 2 in den Raum R eingekippt, wobei die Kohlensiuremengen &, 
und B, im Gasraum erschienen und manometrisch gemessen wurden. 
GefaiB 3 wurde eine passende Zeit, etwa 1 Stunde, weitergeschiittelt, 
bis zur Zeit t’, wobei der Druck H erschien. War H abgelesen, so wurde 
die Citronensiure aus dem Anhang A des GefaBes 3 in den Raum R 
eingekippt, wobei die Kohlensiuremenge B, erschien. 





Tabelle I. 
Flexner-Joblingsches Carcinom, 37,5°. Gasraum 5 Proz. CO, in N,,. 
GetaB 1 GetaB 2 GefaB 3 

Volumina. ccm... | OF = 12 vg = 188 | op = 12 vg = 196 | vp = 12 0G 18,0 
GefaBkonstanten . . Kco, = 1,72 Kco, = 1,79 Kco, 1,65 
Im Hauptraum F . . 1 ccm Ringerlésung, 0,2 proz. Glucose. CNgHCO, = 2- 10-2? Mole Liter 
Im Anhang A... . 0,2 cem 4proz. Citronensaure 
Schnittgewichte, mg . 3,01 2,88 
Druckanderung H = + 545mm 
beim Schiitteln = 9#emm CO, 

in der Zeit 
t' — t® = 60 Min. 
Bestimmung der Fiir ¢ = @: Fiir ¢ = f°: Fiir ¢t = @’: 
chemisch gebun- + 251 mm + 230 mm + 196 mm 
denen Kohlen- 431. mm = 4ilemm = 324emm 


saure 


Chemisch gebund. 
Kohlensaure 
fiir ¢ f°: 

2.88 
3 - 20 
43! 3.01 
412 emm 


Abnahme d. chem. 
gebund. Kohlen- 

siure in der Zeit 

t’ te: 

412— 324 = SSemm, 
wahrend 9) cmm 
Kohlensaiure beim 
Schiitteln erschie- 


nen waren 
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Tabelle 11. 
Netzhaut der Ratte. 37,5°. Gasraum 5 Proz. CO, in N,. 
GefaB 1 GefaB 2 GetaB 3 
Volumina, cm... UF = 12 vg = 21) vp = 12 vg = 200 | vp = 12 vg = 198 
GefaBkonstanten . . we 1,83 1,83 1,81 
Im Hauptraum R . . 1lccm Ringerlésung, 0,2 proz. Glucose. CNaHCO, = 2- 10-3 Mole Liter 
Im Anhang A... - ve : 0,2 com 4proz. Citronensaure 
Gewicht, je 2Netzhaute 3,30 mg 3,24 mg 
Druckanderung H = + 129mm 
in d. Zeit t’ — t® = 234cmm CO, 
= 75 Minuten 
Bestimmung der Fir ¢ = #*: Fiir ¢ = @: Fiir ¢ t’: 
chemisch gebun- + 255mm + 222 mm + 97mm 
denen Kohlen- = 467 emm = 407 emm = 176cmm 
siure 


Chemisch gebund. 
Kohlensaure zur 
Zeit t®: 

3,24 
467 — - 60 
wT ee 
= 408emm 


Abnahme d. chem. 

gebund. Kohlen- 

siure in der Zeit 

t—?: 

232 emm, wahrend 

234emm beim 

Schiitteln 

erschienen waren 
Waren die Druckmessungen beendigt, so wurden die Schnitte aus 
den GefiBen 2 und 3 herausgenommen, bei 100° getrocknet und ge- 
wogen. Sind diese Gewichte bekannt — m, fiir Gefa®B 2 und mz, fiir 
GefaB 3 —, so sind wir in der Lage, den Gehalt an chemisch gebundener 
Kohlensiure in Gefai6B 3 zur Zeit ¢° zu berechnen, nach der Gleichung') 


m 
B! = B,— im, Pr — B,). 


Ist nun wahrend der Zeit t’ — @ in GefaiB 3 kein anderes Gas 
erschienen als Kohlensaure, und stammt diese Kohlensaure ausschlieBlich 
aus chemisch gebundener Kohlensaure, so muB die Gleichung*) wahr sein: 

A Keo, = Bo —B,, (1) 


wo BY und B, in cmm Kohlensiure auszudriicken sind. 


1) Denn es ist B,—B, gleich dem Bicarbonatverbrauch von m, 
wihrend der Ausgleichszeit minus der in m, chemisch gebundenen 


Kohlensaure. m2 (B, — B,) dasselbe, umgerechnet auf das Gewicht ms. 


mm, . ¢ 
*) Kco, ist die ,,GefaSkonstante fiir Kohlensiure“ des GefiBes 3. 
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Die Tabellen 1 und 2 enthalten je ein vollstandiges Versuchs- 
beispiel fiir das Flexner-Joblingsche Rattencarcinom und die Netzhaut 
der Ratte und zeigen, daB die durch Gleichung (1) ausgedriickte Be- 





98 ziehung sehr nahe erfiillt ist. Die genannten Gewebe bilden also weder 
. Wasserstoff noch Kohlensaiure, sondern nur fixe Saure, die chemisch 
iter gebundene Kohlensaure austreibt. 


Beschreibung der zweiten Anordnung. 


m Um den Zuckerverbrauch mit der entwickelten Kohlensaure zu 
2 vergleichen, brachte ich in GefaBe von der Form der Abb. 1 einen 
Gewebeschnitt und 1 cem Ringerlésung, fiillte in den Gasraum 5 Proz. 
Kohlensiure in Stickstoff und bestimmte den in 60 bis 100 Minuten 

auftretenden Kohlensauredruck H. 
War dies geschehen, so nahm ich den Schnitt aus dem Meb- 
nd. gefi heraus, spiilte ihn mit zuckerfreier Ringerlésung ab, vereinigte 


~ die Spiilfliissigkeit mit der Ringerlésung und titrierte den Zucker 
D nach der Methode von Hagedorn-Jensen'). Die Differenz des Zucker- 
gehalts der Ringerlésung vor und nach dem Versuch ergab dann den 
Zuckerverbrauch des Schnittes. 
“wg Wird fiir je zwei Molekiile gebildeter Milchsiure ein Molekiil Zucker 
ait aus der Ringerlésung herausgenommen, so entspricht die Zunahme 
P des Kohlensiuredrucks um H mm einem Zuckerverbrauch von 
ni 
‘ 2 eee 180 mg. 
we 2 22400 
Dies ist der Zuckerverbrauch, der als ,,berechnet aus der Kohlen- 
1s 


siureentwicklung~ in den Tabellen 3 und 4 angegeben ist. Wie man 
- aus den Tabellen ersieht, stimmt der so berechnete Zuckerverbrauch 
mit dem nach Hagedorn-Jensen gefundenen fiir das Flexner-J oblingsche 
: Rattencarcinom und die Netzhaut der Ratte auf einige Prozente 
g) iiberein. . 

Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 


Die von den Autoren empfohlenen Lésungen stellte ich mir in 


ras folgenden Konzentrationen her: 

ich 1. Zinksulfatlésung zur EnteiweiBung: 4,5g ZnSO,7H,O auf 
= 1 Liter. 

(1) 2. Alkalische Ferricyankaliumlésung: 3,29 g K, Fe (CN), = */ :9)Mol 


und 10,6 ¢ Na,CO, = '/,)Mol auf 1 Liter. 
3. Kaliumjodidlésung: 25g KJ, 50g ZnSO,7H,O, 250g NaCl 
mM auf 1 Liter. 
1en 4. Thiosulfatlésung: n/ 100. 
Ms. 5. Starkelésung: 10 g wasserlésliche Starke, 300 g NaCl auf 1 Liter. 


1) Hagedorn-Jensen, diese Zeitschr. 185, 46, 1923. 
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Zur Bestimmung brachte ich die Ringerlésung aus dem Meb- 
gefaB (lcem Ringerlésung, 4ccm Spiilfliissigkeit) in einen gréBeren 
Kolben, fiigte 20cem_ ,,Zinksulfatlésung zur EnteiweiBung™ hinzu, 
4cem n/10 Natronlauge, erhitzte 4 Minuten im siedenden Wasserbad, 
filtrierte durch ein eisenfreies Filter und spiilte das Filter zweimal 
mit 8cem Wasser. Zu den vereinigten Filtraten gab ich 8 cem der 
alkalischen Ferricyankaliumlésung, erhitzte 15 Minuten im siedenden 
Wasserbad, kiihlte dann in Eiswasser auf Zimmertemperatur ab und 
fiigte 3 ccm der Kaliumjodidlésung und 6 cem 3proz. Essigsiure hinzu. 
Nach Zusatz von einigen Tropfen Starkelésung wurde das ausgeschiedene 
Jod mit n/100 Thiosulfat titriert. 

Wurden Versuche mit Ringerlésungen von bekanntem Zucker- 
gehalt ausgefiihrt, so zeigte der Verbrauch von lecem der (m 100) 
Eisenlésung das Vorhandensein von 0,33 mg Glucose an, unabhangig 
davon, ob 1 cem Ringerlésung 0,5, 1,0, 1,5 oder 2,0 mg Glucose enthielt. 
GréBere Zuckermengen als 2mg pro Kubikzentimeter Ringerlésung 
gaben andere Werte, weil dann die Eisenkonzentrationen zu niedrig 
wurden, doch kamen solche Zuckermengen bei meinen Versuchen 


nicht vor. 














Tabelle II1. 
Tumor. 37,5°. Gasraum 5 Proz. CQO, in N,. 
: , | Kohlensaure, Zuckerverbrauch, aus der | Zuckerverbrauch, 
So er aa | beim Schiitteln ent Kohlensaureentwicklung nach Hagedorn 
, = wickelt berechnet Jensen gefunden 
mg Min. cmm mg mg 
4,49 90 208 0,84 0.85 
3,79 109 215 0.86 0,86 
Tabelle IV. 
Netzhaut. 37,5°. Gasraum 5 Proz. CO, in N,. 
- , : . Zuckerverbrauch. aus iz Zuckerverbrauch, 
— der Versuchss | — dem Bicarbonatverbrauch nach Hagedorn- 
etzhaute zeit icarbona’ berechnet Jensen gefunden 
mg Min. | in cmm CO, mg mg 
3,24 90 291 117 1,18 
(2 Netzhaute) 
4,92 60 293 117 1,22 


(3 Netzhaute) 


Il. Messung der Glykolyse durch Bicarbonatbestimmungen. 

Nach dem vorhergehenden Abschnitt kann die Glykolyse durch 
drei Bicarbonatbestimmungen gemessen werden, ein Verfahren. das 
fiir anaerobe Bedingungen keine Vorteile bietet, fiir aerobe Bedingungen 
jedoch das sicherste ist, iiber das wir verfiigen. 

Unter aeroben Bedingungen ergibt weder der Zuckerverbrauch 
noch die beim Schiitteln beobachtete Druckanderung H die Glykolyse. 








ss 


h 
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wenn man die Grébe der Atmung und den respiratorischen Quotienten 
nicht kennt. Nun ist es zwar leicht, nach der Druckmethode den Sauer. 
stoffverbrauch der Atmung zu messen, fiir glykolysierende Zellen aber 
schwierig, auBberdem noch den respiratorischen Quotienten zu_be- 
stimmen. Deshalb empfehlen wir zur Messung der aeroben Glykolyse, 
insbesondere wenn die Atmung gegeniiber der Glykolyse in Betracht 
kommt, die im vorigen Abschnitt geschilderte Anordnung, mit dem 
Unterschied, daB man in den Gasraum 5 Proz. Kohlensaure in Sauerstoff 
einfiillt. Man beriicksichtigt dann den beim Schiitteln erscheinenden 
Druck H nicht, sondern iibersittigt zu den Zeiten ¢ und ¢’ mit Citronen- 
siure und mit die entwickelte Kohlensiure. Die Differenz, korrigiert 
fiir gleiche Schnittgewichte, ergibt die durch Milchsiure ausgetriebene 
Kohlensaure : 


zco, = B°— By. 


Ill. Manometrische Messung der Glykolyse bei Gegenwart von Serum. 

Schiittelt man glykolysierende Gewebe in Serum statt in Ringer- 
lésung, so setzt sich die entstehende Milchsiure zum Teil mit dem 
Bicarbonat des Serums unter Entwicklung von Kohlensiure um, zum 
Teil mit dem Alkaliproteinat unter Bildung freier Proteine. Es er- 
scheint also nicht eine der Milehsiure aquivaleute Menge an freier 
Kohlensaure, sondern weniger. 

Will man unter diesen Umstanden die Glykolyse aus der ent- 
wickelten Kohlensaure berechnen, so muB die Verteilung der Milchsaure 
zwischen Alkalibicarbonat und Alkaliproteinat ermittelt werden. Dies 
geschieht, indem man — genau unter den Bedingungen des Glykolyse- 
versuchs — in das Versuchsserum eine bekannte Menge Milchsiure 
eintriagt und den Druck der entwickelten Kohlensiure miBt'). Dabei 
miissen die eingetragenen Milchsiuremengen so bemessen werden, dab 
etwa ebensoviel Kohlensiure erscheint wie bei dem Versuch mit dem 
Gewebe. 

Die Ausfiihrung einer derartigen Messung gestaltet sich folgender- 
maben: 

In ein GefiB von der Form der Abb. 1 bringt man 1 ccm Serum 
und einen Gewebeschnitt, fiillt den Gasraum mit 5 Proz. Kohlensiure 
in Stickstoff und schiittelt so schnell, daB Gas- und Fliissigkeitsphase 
zu jeder Zeit praktisch im Absorptionsgleichgewicht sind. In der Zeit ¢ 
betrage die Druckzunahme infolge der Kohlensiureentwicklung H mm. 


1) Hierbei wird vorausgesetzt, daB das Volumen der zugefiihrten Milch- 
siurelésung gegen das Volumen des Serums klein ist. Ist das nicht der 
Fall, so mu8B das Versuchsserum mit Kochsalzlésung in entsprechendem 
MaBe verdiinnt werden. 
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Nunmehr bereitet man zwei GefaBe der gleichen Form und Ab- 
messungen vor, gibt in den Hauptraum R je 1 ccm desselben Serums, 
in den Anhang A verschiedene Mengen Milchsaure, saéttigt mit 5 Proz. 
Kohlensaure in Stickstoff, kippt, nachdem Druck und Temperatur aus- 
geglichen sind, die Milchsiure aus A in R ein und spiilt den Anhang A 
mehrmals durch Neigen des GefiBes mit dem Serum aus. In dem 
einen GefaB betrage die Zunahme des Kohlensaiuredrucks h,, in dem 
anderen GefaB hgmm. h, sei kleiner als H, hy gréBer als H. 

Ist allgemein h die Zunahme des Kohlensiuredrucks beim Ein- 
tragen der Milchsaure in Serum, fh, die Zunahme des Kohlensaure- 
drucks beim Eintragen der Milchsiure in Ringerlésung, so bilden 
wir die Quotienten h,/h und finden (Tabelle V), da®B sie fiir kleine 
Milchsiuremengen fast unabhangig von der Menge der eingetragenen 
Milchsiure ist. Maultiplizieren wir das Mittel der h,/h-Werte mit H, 
der von dem Gewebe hervorgebrachten Zunahme des Kohlensaure- 
drucks, so erhalten wir die Kohlensaiure, die der entwickelten Milch- 
siure aquivalent ist, nach der Gleichung: 





h 
Zco, = , A Koos 


worin also h)/h den Faktor bedeutet, durch den die Saurebindung des 
Alkaliproteinats eliminiert wird. 


Tahelle V. 


37.5°. Je leem Rattenserum. Gasraum 5 Proz. CQO, in N,. 





! 





. Drucks Druck. 
Bicarbonat- Eingotragens } unah zunah 
Mole Mole, (An) (ho) , 
pro com pro com com ! ecta I mm mm 
1 | 25. 19-5 /088.10-5: 12 | 193 | 1,76 | 96 12 | 119 
PN” Odd. 10-5 11 199 181 | 45,5 | 545 | 120 
2 | e4 19-3/088-10-5| 12 | 193 176 | 95 12 = «118 
< |) 44. I""\944.10-5} 11 | 199/181 | 48 545 | 114 
. nicht 1,17.10-5) 13 | 192 1,75 | 124 150 121 
bestimmt 059.10—-5, 13 19,7 | 1,80 59 73 1,24 


Natiirlich hingt der Wert des Faktors h)/h von dem Eiweib- und 
Bicarbonatgehalt und von dem py der verschiedenen Seren ab und muB 
fiir jeden Fall besonders ermittelt werden. 

In Tabelle VI sind zwei Beispiele fiir die Messung der anaeroben 
Glykolyse in Serum angefiihrt, wobei ich als Versuchsmaterial das 
Flexner-Joblingsche Rattencarcinom und das Jensensche Ratten- 
sarkom benutzte. Die Tabelle lehrt, daB die anaerobe Glykolyse 
beider Tumoren in Rattenserum etwa ebenso gro} ist wie in Ringer- 
lésung. 
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Tabelle VI. 


37,5°. Gasraum 5 Proz. CO, in N,. 





aoe : Qs 
£3 , ke h, | QM; CO, 
Tumor Serum £3 aad "G Kco, oa a h a m a 
lis ; Serum _friheren 
mg cmm/| ccm Min.| mm Versuchen 
Flexner- Mittel *) 
Joblingsches Ratte 119 10 125 1,16 135 +575 120 380 31 
Rattencarcinom Mittel **) 
I en 
Jensensches , 9 on . - 1 Qa . ¢ or 
P mmnee seel Ratte 2,11 10 125 1,16 70 +655 1,16 36 35 


*) Nach dieser Zeitschr. 152, 309, 1924. — **) Nach unverdffentlichten Versuchen von Dr 
Okamoto. 


In ahnlicher Weise kann die aerobe Glykolyse in Serum mano- 
metrisch gemessen werden. Doch mu man bedenken, daB in Sauer- 
stoff die auftretende Druckanderung H — wegen der Atmung — keine 
Bedeutung hat, die durch Milchsiure ausgetriebene Kohlensiure viel- 
mehr durch Bicarbonatbestimmungen nach Abschnitt 1 ermittelt 
werden mu. Die entwickelte Milchsiuremenge ist dann nicht aquivalent 
der Kohlensiuremenge 


Zco, = B; — B;, 


sondern der gréBeren Kohlensiuremenge 
ho | po 
Zco, = h (B; — B). 


Nach dieser Gleichung kann die aerobe Glykolyse in Serum be- 
rechnet werden, ohne Kenntnis des respiratorischen Quotienten und 
ohne Kenntnis der Atmung. 


IV. Glykolytische Wirkung von Tumorgewebe in Serum. 

Die wichtige Frage, ob Tumorgewebe in Serum, ebenso wie Ringer- 
lésung, glykolysiert, habe ich nicht nur manometrisch, sondern zur 
Kontrolle auch durch Zuckerbestimmungen gepriift. 

Die anaerobe Glykolyse ergibt sich direkt aus dem anaerob ge- 
fundenen Zuckerverbrauch, die aerobe Glykolyse ist gleich 
Gesamtzuckerverbrauch in Sauerstoff minus Zuckerverbrauch in det 

Atmung. 


Als Versuchsmaterial benutzte ich das Flexrner-Joblingsche 
Rattencarcinom und das Jensensche Rattensarkom'), Gewebe, deren 
Atmung uns bekannt war und deren Atmung klein ist gegeniiber der 
Glykolyse. Den Zuckerverbrauch in der Atmung berechnete ich 


1) Den Stamm verdanken wir Herrn Dr. W. Cramer in London, dem wir 
auch hier unseren herzlichen Dank aussprechen. 
Biochemische Zeitschrift Band 158. 9 
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unter der Annahme, daB nur Zucker verbrennt, setzte ihn also gleich 
1), Mol Zucker pro Mol verbrauchten Sauerstoffs und erhielt so den 
Minimalwert der aeroben Glykolyse in Serum. 

Zur Ausfiihrung der Versuche benutzte ich GefaBe von der Form 
der Abb. 1, in die ich je einen Schnitt und 1 ccm Serum brachte, 
fiillte in den Gasraum 5 Proz. Kohlensiure in Stickstoff oder 5 Proz. 
Kohlensaure in Sauerstoff und bestimmte bei 37.5° den Zuckergehalt 
des Serums vor und nach dem Versuch nach Hagedorn-Jensen'). Es 
sei bemerkt, dab das Tumorgewebe bei diesen Versuchen mit Ringer- 
lésung nicht in Beriihrung kam. Ich schnitt den Tumor mit einem 
in Serum befeuchteten Messer und spiilte die Schnitte mit kérper- 
warmem Serum ab. 

Tabelle VII enthalt je zwei Versuche fiir das Carcinom und zwei 
Versuche fiir das Sarkom. Das Carcinom verbrauchte pro Stunde 
anaerob 11] Proz., aerob 10 Proz. seines Gewichts an Zucker, das Sarkom 
anaerob 16 Proz., aerob 12 Proz. Korrigieren wir die aeroben Werte 
fiir den Zuckerverbrauch in der Atmung (Qo, fiir das Carcinom — 7, 
fiir das Sarkom — 10), so erhalten wir als Minimalwerte der aeroben 
Glykolyse fiir das Carcinom 9 Proz. und fiir das Sarkom 10 Proz. 
Sowohl diese wie die anaeroben Werte stimmen so gut zu den in Ringer- 
lésung gefundenen*), dab wir die Glykolyse in Serum und Ringerlésung 
praktisch gleich setzen kénnen. 


Tabelle VII. 


37,5°. Fiir jeden Versuch leem Rattenserum. CnaHCo, = 2.5. 10-2 molar. 





= & s & « ~~ — Sy: 
S ect 2.8 $88 .& 2ESs 
s+ S eS e682 ers 5” S24s 
=s 2 exzeoiasesiezse sig | e@s_ = 
= 9 < eer £395 S-=sF 2 2 egaaec 
Tr. ~ = 2 ,- — ~_ a a2 = No s 
Tumor Gasraum at 3 S—-E Sr Elisos SO 4 at Fe 
2% © Sez sez ase Nei v2esE 
. oS S39 SPINES wow | SS8ee 
> NAN ANS> PO | SHrex< 
mg Min. mg my mg =z | 353° 
| 
(aese- 5 Proz.CO,—O, 159 155 226 184 042 010 0.09 
Joblingsches x vo ae a 9 52 | 98986 go ¢ 
er é es At oa vy < 
Rattencarcinom ” » CO,—N, | 1,1 153 2,26 192 034 O11 
Jensensches 5 CO,—O, | 2,32 90 | 2.17 1,77 0,40) 012 o10 
Rattensarkom 5 CO,—N, | 2,11 88 2.17 169 048 016 


_ 


V. Die Glykolyse im Blut. 

Trotz der zahlreichen vorliegenden Untersuchungen iiber die 
Glykolyse im Blute ist unbekannt, ob sich die aerobe von der an- 
aeroben Glykolyse unterscheidet, wie in den iibrigen von uns unter- 
suchten Fillen*) von Glykolyse. 


1) Vgl. Abschnitt I. 
*) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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Um diese Frage zu entscheiden, war es nicht notwendig, das Blut 
von Sauerstoff zu befreien — was sehr schwierig gewesen wire - 
sondern es geniigte, die Atmung der Blutzellen durch Blausaiure zu 
hemmen. Da kleine Konzentrationen an Blausaure die Atmung hemmen, 
nicht aber die Glykolyse, so haben wir in blausiurehaltigem, mit Sauer- 
stoff gesattigtem Blute die Bedingungen der Anaerobiose. 

Es zeigte sich, daB bei Zugabe von Blausiure zu Kaninchenblut 
die Glykolyse stieg, und bilden wir, wie friiher, auch fiir diesen Fall 
den Meyerhofquotienten') 

anaerobe Glykolyse aerobe Glykolyse 
Atmung 


so erhalten wir Werte, die zwischen | und 2 liegen. Dies sind die Werte, 
die Meyerhof fiir den Muskel und wir fiir Tumoren und Embryonen 
fanden.+ Ein Molekiil veratmeten Sauerstoffs bringt ein bis zwei Molekiile 
Milchsiure zum Verschwinden. Die eigentiimliche Wirkung der Atmung 
auf die Spaltungen erfolgt also auch in den kernlosen Blutscheiben. 

Hiernach zeigen die kernlosen Blutzellen aerobe Glykolyse, weil 
ihre Atmung zu klein ist im Vergleich zu ihrer anaeroben Glykolyse. 
Die Atmung geniigt nicht, um die Spaltungen zum Verschwinden zu 
bringen. Ist dies wahr, so ist zu erwarten, daB stark atmende rote 
Blutzellen keine aerobe Glykolyse zeigen. 

Stark atmende rote Blutzellen sind die kernhaltigen Blutzellen 
der Végel*). Ich habe sowohl das Blut normaler Giinse, als auch das 
stiirker atmende Blut andimischer Ginse untersucht. In der Tat 
scheint es, daB hier die aerobe Glykolyse Null ist, wahrend anaerob 
Zucker gespalten wird. Die Atmung der kernhaltigen Blutzellen 
reicht aus, um die Glykolyse zum Verschwinden zu bringen, oder 
ist sogar — wie im animischen Blute — groB gegen die anaerobe 
Clykolyse. 

Die roten Blutzellen verhalten sich also ganz so, wie es nach den 
Erfahrungen an Geweben zu erwarten war. Hervorheben wollen wir 
noch, daB die absoluten Werte der Glykolyse im Blute klein sind (60- 
bis 100mal kleiner als in Tumoren) und daB die anaerobe Glykolyse 
in den kernhaltigen Blutzellen von derselben GréBenordnung ist wie 
in den kern/osen Blutzellen. 


Anordnung der Versuche. 
Unsere Aufgabe war, in ein und derselben Blutprobe die Glykolyse 
und die Atmung zu messen. Ich benutzte defibriniertes Blut, sattigte 
mit 5 Proz. Kohlensiure in Sauerstoff, fiigte zu einem Teile so viel 


1) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
*) O. Warburg, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol. 59, 112, 1909. 
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Blausiure hinzu, dab ihre Konzentration n/1000 war, und bestimmte 
in beiden Teilen die Atmung in friher beschriebener Weise') den 
Zuckerverbrauch*) nach Hagedorn-Jensen. Fiir jede Einzelmessung 
geniigte | ccm Blut. Im ganzen brauchte ich fiir einen Versuch 6 ccm 
Blut (Sauerstoffbindung vorher und nachher ohne Blausiure, Zucker- 
gehalt vorher und nachher ohne Blausiure und mit Blausiure). Zur 
Zuckerbestimmung ist dem oben Gesagten hinzuzufiigen, daB 1 ccm 
Blut vor der EnteiweiBung mit 4 cem Wasser lackfarben gemacht wurde. 

Um den Sauerstoff- und Zuckerverbrauch auf die Gewichtseinheit 
trockener Zellsubstanz reduzieren zu kénnen, ermittelte ich das Zell- 
volumen in lecem Blut, indem ich bis zur Konstanz des Sediment- 
volumens in graduierten Réhrchen zentrifugierte und das Sediment- 
volumen durch 5 dividierte. 

Die anaerobe Glykolyse ergab sich dann aus dem Zuckerverbrauch 
der Versuchszeit und der Zellmenge. Was die aerobe Glykolyse an- 
betrifft, so muBte der Zuckerverbrauch in der Atmung beriicksichtigt 
werden. Dies geschah, indem ich den Sauerstoffverbrauch auf Zucker- 
verbrennung umrechnete (1 Mol Sauerstoff = '/, Mol Zucker) und den 
so berechneten Zuckerverbrauch mit dem nach Hagedorn-Jensen ge- 
fundenen verglich. War der aerob gefundene Zuckerverbrauch 
ebenso groB wie der aus der Atmung berechnete, so setzte ich die 
aerobe Glykolyse gleich Null (normales Ganseblut). War der aerob 
gefundene Zuckerverbrauch, wie in animischem Ganseblut, kleiner 
als der aus der Atmung berechnete, so setzte ich die aerobe Glykolyse 
a fortiori gleich Null, ein Verfahren, gegen das gewisse Einwinde ge- 
macht werden kénnen. Im Kaninchenblut war der aerob gefundene 
Zuckerverbrauch immer gréfer als der aus der Atmung berechnete, 
und zwar etwa zehnmal so grob, so daB sich hier die beim Gianseblut 
erwahnte Unsicherheit nur in einem Korrektionsglied geltend macht. 

In Tabelle VIII habe ich die Ergebnisse meiner Messungen zu- 
sammengestellt. Die py-Werte der Tabelle sind aus dem Bicarbonat- 
gehalt des Serums und dem Kohlensauredruck nach der Gleichung 
von Henderson-Hasselbalch 





Pu = 6,14 + log [so] 
berechnet. - 
SchlieBlich fiige ich noch zwei Protokolle bei, die alle experi- 
mentellen Einzelheiten beziiglich der Blutversuche enthalten. 


1) O. Warburg, Zeitschr. f. Physiol. 69, besonders 8. 457, 1910. 

2) Auch hier kénnte man den glykolytischen Zuckerverbrauch durch 
die Abnahme des Bicarbonatgehalts messen. Ich habe das nicht getan, 
weil mir die Bestimmung des Korrektionsfaktors h o/h fiir eine Suspension 
von Blutzellen unsicher erscheint. 
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Protokoll 1. 
Gdnseblut, aniimisch. lecem Blut enthalt 220emm Zellen. 


Bicarbonatbestimmung: (siche Abb. 1) in R leem Serum; in A. 0,2 cem 
4proz. Citronensiure. Gasraum: 5 Proz. CO, in N,. JT = 37,5° vp 1,2. 
vg = 20,1. Koo, 1,83. Beim Umkippen werden 277mm, das sind 
509 emm CO, entwickelt, Das Serum enthialt also pro Kubikzentimeter 
0,0227 Millimole NaHCO, oder ist in bezug auf NaHCO, = 0,0227 molar. 

18,0. Ko, = 1,69. T = 20°. 


» 


Atmungsmessung: Up 2.5. vG 
Gasraum: Luft. Sauerstoffaufnahme von leem Blut zur Zeit t = 0’ 
6.5mm. Sauerstoffaufnahme von leem Blut zur Zeit ¢ 60’ 49,0 mm. 
Differenz: 42,5 mm = 72¢mm Q,. 


leem Blut hatte in 60 Minuten bei 37,5° 72¢mm O, veratmet, das 


entspricht 0,10 mg Glucose. 


Qo, — 1,65. 


Messung des Zuckerverbrauchs: Etwa 5cem Blut wurden — bei 37,5° 
in Réhrehen von 12ecem Inhalt mit 4,7 Proz. CO, in O, bewegt. Fiir 


anaerobe Bedingungen ebenso mit 10-3 mol. KCN. 


Zuckerbestimmung in Il cem Blut. 








Verbrauch von m 100 

4 , og Glucc 
Bedingungen Sate Kz Fe(CN), lucose 

Min. com mg 
OS Se 0 5.44 1.90 
- ek ee 177 5,12 1,79 
~ 0 ee 346 4.93 1.72 
Anaerob. . .. 0 5.59 1,95 
e ° ‘ 169 4.77 1,67 
A a 339 3.04 1,38 


Zuckerverbrauch in lecem Blut. 





P 7 . Zuckerverbrauch 
Bedingungm Zeit Zuckerverbrauch pro Std. | Qco, 
Min. mg mg 
Aerob... 177 0,12 0.04 — 
a ies 346 0.18 0.03 a 
Anaerob. . 169 0,28 0,10 0.56 
339 0.57 0.10 0.57 


Protokoll 2. 
Kaninchenblut, normal. lecem Blut enthalt 390 c¢mm Zellen. 


Bicarbonatbestimmung: (siehe Abb. 1) in R leem Serum, in A 0,2 cem 
4proz. Citronensiiure. Gasraum: 5 Proz. CO, in N,. T = 37,5°. vp = 1,2. 
ve = 20,1. Keo, = 1,83. Beim Umkippen werden 110mm, das sind 
201 emm CO, entwickelt. Das Serum enthalt also pro Kubikzentimeter 
0,009 Millimole NaHCO, oder ist in bezug auf NaHCO, = 0,009 molar. 
18,0. Ko, = 1,69. T = 20°. 
Luft. Sauerstoffaufnahme von leem Blut zur Zeit t = 0’ 
74’ 13,0 mm. 


Atmungsmessung: vp = 2.5. vg = 


Gasraum: 
7.0mm. Sauerstoffaufnahme von lecem Blut zur Zeit ¢ = 


Differenz: 6mm = 10cmm O, 
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leem Blut hatte in 60 Minuten bei 37,5° 8cem O, veratmet, das 
entspricht 0,01 mg Glucose, 


Qo, = — 0,10. 








cm Messung des Zuckerverbrauchs: Etwa 5ecem Blut wurden bei 37,5° 
1.2 in Réhrehen von 12 cem Inhalt mit 4,7 Proz. CO, in O, bewegt. Fiir 
ind anaerobe Bedingungen ebenso mit 10-3 mol. KCN. 
ter 
jar. Zuckerbestimmung in | cem Blut. 
0°. 
0’ Fei Verbrauch von m/100 Gluco 
Bedingungen Sate Ky Fe(CN), aesese 
im. Min. com mg 
las ee 0 4.71 1.65 
= wie 180 3,77 1,32 
ei oo a 384 2,77 0.97 
50 Anaerob. ... 4.78 1.67 
‘ir - iw me 8 72 3,65 1,27 
° 376 2.57 0.90 


Zuckerverbrauch in 1 cem Bhat. 





Zeit Zuckerverbrauch Zuckerverbrauch 


Bedingungen pro Std. VCO, 
Min. mg mg 
Aerob... 180 0.33 0.11 ame 
= + 384 0.68 O11 jan 
Anaerob,. . 172 0,40 0.14 0.44 
“ —-_— 376 0.77 0,12 0.36 


mm 


ad 
er 


p°. 
0’ 





Neue Beitrige zur Insulinwirkung auf die Blutmilchsiure. 


Von 


J. A. Collazo (Montevideo, 8.-A.) und J. Lewieki (Warschau). 
(Aus der I. medizinischen Klinik in Wien.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1925.) 


Bei der Erforschung des Wirkungsmechanismus des Insulins ist 
es geboten, dem Verhalten des intermedidren Kohlehydratstoffwechsels 
besondere Aufmerksamkeit zu schenken. Die Untersuchungen, die uns 
in der Bearbeitung der Insulinfrage seit langerer Zeit beschaftigen, 
fiihrten uns zu einem der wichtigsten Produkte des intermediiren 
Kohlehydratumsatzes der Milchsiure. Wir setzen die wichtigsten Tat- 
sachen aus der Physiologie der Milchsiure als bekannt voraus. Es sei 
bloB bemerkt, da die Milchsaiure im Kohlehydratumsatz der Muskulatur 
eine eminent wichtige Rolle spielt, daB sie sich im arbeitenden, ruhenden 
und absterbenden Muskel in betrichtlichen Mengen findet. Es darf auch 
die Rolle der Milchsiure im Fett- und Aminosaurenstoffwechsel nicht 
iibersehen werden. Man kann die Milchsaure als eines der Bindeglieder 
zwischen den verschiedenen Gebieten des Gesamtumsatzes betrachten 
[s. auch Collazo und Lewicki*)). 

Die aus der Wichtigkeit der Milchsaure resultierende Not wendigkeit, 
bei den Insulinforschungen auch die Wirkung auf die Milchsiure zu 
untersuchen, wurde bereits von verschiedenen Autoren gebiihrend 
beriicksichtigt, und zwar haben Collazo, Handel und Rubino*) bei 
reichlich mit Kohlehydraten gefiitterten Meerschweinchen im Muskelbrei 
in vitro nach Insulin eine betrichtliche Milchsdéurevermehrung fest- 
gestellt. Baur und Kuhn*) haben nach Insulin in vivo in den Muskeln 
des niichternen Tiieres eine Verminderung der Milchsiure bis auf 76 Proz. 
festgestellt. Briggs und Mitarbeiter’) haben in der Mehrzahl der an- 


1) Collazo und Lewicki, Deutsch. med. Wochenschr.” Nr. 15, 1925. 

2) Collazo, Handel und Rubino, Klin. Wochenschr. 8, 1924; Deutsch. 
med. Wochenschr. 28, 1924. 

3) Baur und Kuhn, Miinch. med. Wochenschr. 17, 1924. 

*) Briggs, Koechig, Doisy und Weber, Journ. of biol. Chem. 58, 1924. 
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gestellten Versuche mit Hunden im Blute derselben eine Vermehrung 
der Milchsaiure gefunden. Diese Untersuchungen wurden nach der 
Clausenschen Methode bei Hunden, denen durch 2 Tage jede Nahrung 
entzogen wurde, angestellt. Die Vermehrung der Milchsiure erkliren 
die Autoren durch eine spezifische Wirkung des Insulins, welche die 
Bildung der Milchsiure aus dem Blutzucker hervorruft, und lehnen 
deshalb die gesteigerte Muskeltatigkeit und Anoximie als Ursache 
entschieden ab. Die groBen, von den Autoren gefundenen Schwan- 
kungen in den Werten der Milchsaiure beeintrachtigen die Eindeutigkeit 
und Sicherheit der Ergebnisse. Tolstoi und Mitarbeiter’) haben unter 
vier Diabetesfillen nach Insulin zweimal eine Milchsiuresenkung und 
zweimal eine Steigerung derselben festgestellt. In diesen zwei letzten 
Fallen war der Blutzucker unter 0,1 Proz. gesunken. Die Autoren 
glauben, entgegen Briggs und Mitarbeitern, dal die Milchsiure im Blute 
sich nicht quantitativ zur Blutzuckersenkung verhalt. Collazo und 
Lewicki haben in Versuchen mit Insulin an Diabetikern und gesunden 
Menschen gefunden: 

1. In der Mehrzahl der Faille eine Senkung der Blutmilchsaiure im 
niichternen Zustande; in anderen Fallen keine Verinderung oder eine 
kleine Vermehrung. 

2. Bei gleichzeitiger Gabe von Zucker hingegen eine starke regel- 
maBige Vermehrung der Blutmilchsiure. Jsaac und Adler®) stellen bei 
Menschen nach Dioxyaceton + Insulin eine deutliche Blutmilchsiure- 
steigerung fest. 

Einer von uns (Collazo) mit Supniewski*) stellte an einer groben 
Zahl von Kaninchen im niichternen Zustande eine Verminderung der 
Blutmilchsiure innerhalb von 14 Stunden nach Insulin fest. Baur 
und Kuhn*) berichten in vorlaufiger Mitteilung von einer Ziege, welche 
nach etwa 72 Stunden Hunger und einer starken Insulindosis nach 
einer kurz andauernden Vorphase des Milchsiureabfalls eine Milch- 
sduresteigerung (30 bis 300 Proz.) zeigte. Dann kommt eine zweite 
Phase (5 bis 7 Stunden) der hypoglykamischen Krampfe, wo die Milch- 
siure sinkt. 

Aus diesen kurzen Bemerkungen geht schon hervor, dap bishe 
eine Einigkeit iiber die Wirkung des Insulins auf die Milchsdiure noch 
nicht erzielt wurde, wir sahen uns deshalb veranlaBt, die Untersuchungen 
iiber diese Frage fortzusetzen. Unsere friiheren Versuche bezogen sich 
auf Menschen und Kaninchen, die Versuche, iiber die wir in der vor- 


1) Tolstoi, Lebel, Levine und Richardson, Proc. of the soc. of exper. 
biol. and med. 21, 8, 449, 1924. 

2) Tsaac und Adler, Klin. Wochenschr. 27, 1924. 

3) Collazo und Supniewski, diese Zeitschr. 154, 423, 1924. 

*) Baur und Kuhn, Klin. Wochenschr. 49, 1924. 
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liegenden Arbeit berichten wollen, wurden an Hunden ausgefiihrt. 
Die Tiere hungerten 24 Stunden und wurden in voller Ruhe gehalten. 
Das Insulin wurde intravenés eingespritzt. Das verwendete Praparat 
war das Insulin ,,Chemosan** (Wien). Wir berechneten drei klinische 
Einheiten eine Kanincheneinheit. Die Resultate sind in Gramm- 
prozenten angegeben. Wir lassen unsere Versuchsprotokolle folgen. 





Versuch 1. 
2. Dezember 1924. Hund Nr. 1. 10kg Gewicht. Nach 24 Stunden Hunger 
wurden 21 klinische Einheiten 7 Kanincheneinheiten Insulin in die 
Ohrvene eingespritzt, d. h. eine Kanincheneinheit auf 1428 g Gewicht. Die 
Blutentnahme erfolgte durch einen scharfen Schnitt in die Vene des 
zweiten Ohres, und zwar 6cem vor und nach der Einspritzung. 





: 1 Std. 20 Min. 2 Std. 3) Min. 27 Std. 
Vor der 
Injektion nach der Injektion 
Blutzucker ..... 0,110 0,020 0,030 0,095 
Blutmilchsiéure . . . 0.0134 0.0268 0.0268 0.0177 
Bemerkungen: V4 Stunde nach der intravenésen Injektion trat die 


klinische Wirkung des Insulins ein. Das Tier fiihlte sich sichtlich schlecht, 
es hielt sich nicht mehr aufrecht und nahm eine schlafsuchtaéhnliche Haltung 
ein. Die Atmung war bald sehr tief und spater stoBweise und mehr be- 
schleunigt. 1 Stunde 20 Minuten nach der Injektion stellten wir 100 Atem- 
ziige in der Minute fest. Der Zustand des Tieres war apathisch. Lediglich 
auf Anruf hob es den Kopf und konnte nur mit Hilfe der Fiihrung an der 
Leine einige unkoordinierte Schritte machen. Nach 2 Stunden 30 Minuten 
zihiten wir 54 Atemziige und war der Allgemeinzustand des Hundes be- 
deutend besser. Wir konnten bei unseren Versuchen keine Kriampfe beob- 
achten, die bei Kaninchenversuchen fast regelméBig eintreten. Nur einmal 
hat sich der Hund gestreckt. 


Versuch 2. 
4. Dezember 1924. Hund Nr. 2. 12kg Gewicht. Nach 24 Stunden Hunger 
wurden 21 klinische Einheiten = 7 Kanincheneinheiten Insulin in die 
Ohrvene eingespritzt, d. h..1 Kanincheneinheit auf 1714g. Die Blut- 
entnahme erfolgte wie beim Tier Nr. 1. 





‘ 11), Std. 2! Std. © Std. 
Vor der 
Injektion nach der Injektion 
Blutgucker ..... 0,080 0,025 0,060 0,060 
Blutmilchséure . . . 0,0196 0,0209 0,0349 0.0235 


Bemerkungen: Allgemeinzustand wie vorhin beschrieben trat 20 Mi- 
nuten nach der Injektion ein. Die Atmungszahl war vor dem Versuch 30, 
nach 1% Stunden 50, nach 24 Stunden 80 Atemziige. 


Diese beiden Versuche betrachten wir als mit sehr grober Menge 
Insulin durchgefiihrt, d.h. viel mehr als eine Kanincheneinheit auf 
2kg Gewicht. Die Tiere reagieren sehr leicht auf die Injektion, wie 
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man aus dem ganz auBerordentlichen Fallen des Blutzuckers bis auf 
den vierten Teil und noch weniger entnehmen kann. Puls war unregel- 
maBig und intermittierend Herzschlag, Arrhythmie und Tachykardie. 


Versuch 3. 





11. Dezember 1924. Hund Nr. 3. 16kg Gewicht. Versuchsanordnung und 
Injektion wie in den beiden ersten Fillen, 12 klinische Einheiten 
4 Kanincheneinheiten, d. h. | Kanincheneinheit auf 4 kg Gewicht 





1 Std. 10 Min. 2 Std. 20 Min. 4 Std. 7 Std. 30 Min 


Vor der 
Injektion nach der Injektion 
Blutzucker . . 0,088 0,032 0,060 0,055 0,065 
Blutmilchsaure 0,0219 0,028 1 0,0178 0.0149 0,0197 
Bemerkungen: Der Hund, der wahrend der ganzen Versuchszeit 


beobachtet wurde, zeigte keinerlei Erscheinungen der klinischen Insulin- 
wirkung. Lediglich zwischen | bis 14% Stunden nach der Injektion erhéhte 
sich die Atmung bis 40. Leichte Tachykardie zur gleichen Zeit. 


Wir machen besonders auf die noch immer grobe Wirkung der 
verhaltnismaBig kleinen Dosis Insulin auf den Blutzucker aufmerksam 
und den Gegensatz zur Blutmilchsiure, die nicht so stark gestiegen . 
und sogar nach 2 Stunden gesunken war. 

Aus unseren Versuchen kénnen wir entnehmen, daf man eine 
nennenswerte Steigerung der Blutmilchsdure bei Hunden nur erreichen 
kann, wenn man bei Hungertieren mit einer groBen Dosis Insulin arbeitet. 

Weiter kénnen wir als sehr auffallende Erscheinung feststellen, 
daB ein Steigen der Blutmilchsiure mit einer zunehmenden Atemnot 
(Dyspnoe) parallel geht. Diese Atemnot kénnen wir als durch eine 
toxische Wirkung des Insulins im Hungertier hervorgerufen betrachten. 
Die duBeren klinischen Erscheinungen der Hypoglykamie erreichen zur 
Zeit der héchsten Atemnot ihren Héhepunkt. Wir weisen bei dieser 
Gelegenheit darauf hin, daB wir — im Gegensatz zu den Ergebnissen 
dieser drei Versuche — bei normalen Menschen und Kaninchen (I. c.) 
weder die Atemnot noch ein Steigen der Blutmilchsiure beobachten 
konnten. Wir legen der Erscheinung der Atemnot bei Hunden sehr 
groBe Bedeutung bei und weisen darauf hin, daB die Versuche von 
Briggs und Mitarbeitern bei Hunden sowie von Baur und Kuhn bei 
Ziegen trotz ungeheuer grofBer Insulindosen bei ein- bis dreitdgigen 
Hungertieren dieses Phinomen nicht zeitigten oder dab es nicht be- 
schrieben wurde. 


Wir wissen, dai nach Insulin bei Gaswechselversuchen oft eine 
Verminderung des O,-Verbrauchs und dadurch eine Steigerung des 
respiratorischen Quotienten festgestellt wurde, wahrend sich die CQ,- 
Abgabe verschieden verhalt. Als Tatsache kann die Verminderung 
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des O,-Verbrauchs und die Verminderung der Warmeerzeugung mit 
Temperaturabfall gelten. Oft sinkt auch die CO,-Ausscheidung in 
Respirationsversuchen, was alles gegen eine Vermehrung der Kohle- 
hydratverbrennung im niichternen Tiere spricht. Die Ergebnisse dieser 
Beobachtungen des Gaswechsels in vivo wahrend der Insulinwirkung 
stimmen nicht ganz mit den wiederholten Versuchen von Veuherg und 
Gottschalk iiberein, die eine oxydative Phase festgestellt haben. Nach 
Biichner und Grafe') wird doch der Gesamtgaswechsel ebenso wie der 
respiratorische Quotient isolierter Gewebsschnitte durch Insulin 





vermehrt. 

Wir miissen uns jetzt nach der Bedeutung des Befundes der Blut- 
milchsiuresteigerung fragen, eine Erscheinung, die schon Briggs und 
Mitarbeiter, Baur und Kuhn beobachtet haben, wenn sie mit auBber- 
gewohnlich starken Mengen Insulin arbeiteten. 

Das riesige Anwachsen der Atemnot, bei welchem wir bis zu 
100 Atemziigen in der Minute gezahlt haben, diirfen wir keineswegs 
unterschatzen, und es scheint, daB durch die Atemnot eben eine Ver- 
mehrung der Milchstiure zwangsldufig hervorgerufen wird, was méglicher- 
weise von der physiologischen Wirkung des Insulins unabhdngig ist. 

Durch eine grobe Menge Insulin wird bei Hunden eine toxische 
Dyspnoe mit Sauerstoffmangel hervorgerufen. Aus der Physiologie 
ist bekannt, daB in diesem Zustande der anoxybiotische Kohlehydrat- 
spaltungsprozeB tiberwiegt, d. h. eine Energielieferung ohne Sauerstoff- 
verbrauch durch Milchsaiurebildung erfolgt, Arbeit geleistet wird, ohne 
daB geniigend Sauerstoff zur wirklichen Verbrennung zur Verfiigung 
steht. Dieser Zustand tritt nach Insulininjektion ein, wenn die Mengen 
des verwendeten Insulins auBerordentlich groBe sind. 

Bei CO,-Vergiftungen und itiberhaupt bei Sauerstoffmangel wurde 
eine Steigerung der Milchsiure im Blute wiederholt nachgewiesen. 
[Hoppe-Seyler und Araki*), Macleod*), Saito und Katsuyama*), Ten 
und Dornshate*) u. a.] 

Wir haben bereits selbst in unserer ersten Arbeit nachgewiesen, 
daB ein bluthamolytisches Gift (Phenylhydrazin) eine Vermehrung 
der Milchsiure im Blute bis auf 500 Proz. des normalen Wertes hervor- 
ruft. In Bestatigung dieser vorher ausgesprochenen Annahme fanden 
wir zunachst bei Leberkranken mit Ikterus und Herzkranken mit 


1) Biichner und Grafe, Klin. Wochenschr. Nr. 51, 1923. 
9°. 


2) Hoppe-Seyler und Araki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 19, 422; 20, 
365, 1895. 

8) Macleod, Amer. Journ. of Phys. 55, 149, 1921. 

*) Saito und Katsuyama, Zeitschr. f. physiol. Chem. 82. 

5) Ten und Dornshate, ebendaselbst 54. 
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Anoxamie eine Steigerung der Blutmilchsiure, woriiber wir niher in 
einer anderen Arbeit berichten werden. 

Bei friiheren von uns mit Supniewski durchgefiihrten Versuchen 
beim Menschen und Kaninchen mit miaBigen Dosen Insulin bei 
24stiindiger Hungerzeit haben wir in der Mehrzahl der Faille eine 
Senkung der Blutmilchsdure beobachtet (in der ersten bis dritten Stunde 
nach der Injektion). Nur im Falle, wo die gegebene Dosis erhdht wird, 





steigt die Milchsiure. 

Nachdem die Versuche beim Hungertier nicht den physiologischen 
Bedingungen entsprechen, haben wir, um die Wirkung des Insulins 
richtig beurteilen zu kénnen, Versuche vorgenommen, bei welchen wir 
reichlich Zucker vor der Injektion gegeben hatten, und beobachtet, daB 
in diesen Fallen keinerlei duBere klinische Wirkung des Insulins eintrat, 
sondern nur die Milchsdure, wie unter den friiheren Versuchsbedin- 
gungen, gestiegen ist. Wenn wir also die Versuche beim Menschen und 
Kaninchen denen am Hunde gegeniiberstellen, miissen wir sagen, dab 
die Wirkung beim Hungertier keineswegs als eine primdre des Insulins, 
sondern als eine Erscheinung der Dyspnoe bezeichnet werden mug. Um 
diese Frage zu entscheiden, haben wir folgenden Versuch unternommen, 
in welchem die respiratorische Nebenwirkung durch eine mechanische 
Regelung der Atmung ausgeschaltet wird. 

Ein Hund von 16kg Gewicht wird mit Uretan narkotisiert, auf 
den Operationstisch gebunden, die Trachea freigelegt, durch eine Glas- 
kaniile mit dem Mayerschen Atmungsregelungsapparat verbunden, 
welcher 30 Atemziige in der Minute gestattet. Der Versuch dauerte 
insgesamt 5 Stunden. Nach ' Stunde der mechanisch regulierten 
Atmung haben wir die Femoralarterie und Vene frei priipariert und in 
jedes Gefi® eine Kaniile mit einem Hahn eingefiihrt und befestigt, 
welche ein bequemes Entnehmen des Blutes gestatten, um die Blut- 
milchsiiure und den Blutzucker nach den friiher angewendeten Methoden 
zu messen. 

Nach der ersten Blutentnahme haben wir 24 klinische Einheiten 
= 8 Kanincheneinheiten Insulin in die andere Femoralvene eingespritzt. 
Nach jeder halhen Stunde wurde gleichzeitig aus der Arterie und Vene 
Blut entnommen. Nebenstehend verzeichnen wir die Ergebnisse. 

Diese Versuche betrachten wir als Antwort auf unsere Frage- 
stellung und als endgiiltige Entscheidung, daf die Milchsdure bei gleich- 
mapiger Atmung (30 in der Minute) sinkt und nach 41 Stunden wieder 
zum normalen Zustand zuriickkehrt. Bei diesen Versuchen, die den 
physiologischen Bedingungen entsprechen und bei denen die Neben- 
wirkung der Dyspnoe durch die kiinstliche Atmungsregelung ver- 
mieden wird, konnten wir eine Ubereinstimmung mit unseren friiheren 


Versuchen mit kleinen Mengen Insulin feststellen, woraus geschlossen 
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Blutzucker Blutmilchsaure 
Zeit Entnahme aus der Entnanme aus der 
Unterschied Unterschied 
Arterie Vene Arterie Vene 
Vor Insulin . 0.012 0.010 0,020 0.0431 0.0493 0.0062 
Nach '/, Std. . 0,085 0,070 0,016 0.0345  0,0438 0,0093 
os —" 0,060 0.060 0.000 2) 0.0319 0.0391 0.0088 
i. os a 0,060 0,050 0,010 0.0254 0.0371 O.O117 *) 
os oe 0,080 0.065 0.015 0.0276 0.0381 0.0105 
= 0,095 0.078 0.017 0.0279 0.03889 0.0112 
a . “ae 0,095 0.070 0.025 *) 0.0286 0.0347 0.006 | 
= Tag’ 0,110 0,090 0.020 0.0306 0.0327 0.0026 *) 
- ek ee 4 0.115 0,105 0.010 0.0328 0.0370 0.0042 


') Anoxybiotische Phase. *) Oxydative Phase. 


werden kann, dal die Ergebnisse von Briggs und Mitarbeitern, Baur 
und Kuhn ebenso wie unsere ersten drei Versuche nicht auf die Wirkung 
des Insulins, sondern wenigstens zum Teil auf die Dyspnoe zuriick- 
zufiihren sind. 

Die Werte des Milchsiuregehalts und des Zuckers in der Arterie 
und Vene verhalten sich gerade entgegengesetzt. In der Vene ist weniger 
Zucker und mehr Milchsaiure, was fiir einen Zuckerverbrauch durch 
die Muskeln und gleichzeitige Lieferung von Milchsiure spricht. Die 
Arterien speisen den Muskel mit Zucker und weisen weniger Milchsaure 
auf. Den Unterschied des Zuckers und der Milchséure in den GefaBen 
erklaren wir wie folgt: Vor dem Versuch bestand ein Unterschied von 20 mq 
Zucker, im Héhepunkt der Wirkung des Insulins sinkt dieser Unterschied 
auf Null und steigt allmdhlich wieder bis zum normalen Unterschied von 
20mg an. Was die Milchsdure anlangt, so steigt der Unterschied von 
6,2 bis 11,7 mg allmdhlich an und erreicht nach 4 Stunden bei derselhen 
Atmung den Tiefpunkt mit 2,6 mg. Auf Grund dieser Beobachtung kann 
man eine erste anoxybiotische Phase, der eine oxrydative Phase folqt, 
unterscheiden, wihrend welcher weniger Milchsdéure an das Venenhlut 
yeliefert wird. 

Diese Versuche lassen mit gréBerer Sicherheit Schliisse zu, weil sie 
beweisen, daf die Bildung der Milchsdure nicht einer entsprechenden 
quantitativen Blutzuckersenkung entsprichi, wie Briggs und Mitarbeiter 
ausgedriickt haben: ,,The desappareance of sugar is due to the formation 
of lactic acid‘. 


Zusammenfassung. 


1. Das Insulin in grofen Mengen hei niichternen, normalen Tieren 
angewendet, verursacht durch eine torische Dyspnoe eine Blutmilchsdure- 
steigerung, was aber nicht als physiologische Wirkung des Insulins be- 
trachtet werden kann. 
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und niichternen Menschen und Tieren (Kaninchen) in der Mehrzahl der 
Fdlle, wie auch beim mit groBer Dosis Insulin behandelten Hund, bei 


2. Bei mapigen Dosen Insulin haben wir bei gesunden, normalen 


dem die Atmung kiinstlich geregelt wurde, eine Senkung der Milchsdure 
gesehen. 

3. Als physiologische Wirkung des Insulins miissen aber blop dic 
Versuche mit reichlichen Kohlehydratgaben hetrachtet werden. Die gleich- 
zeitige Anwendung von Insulin +- Zucker ruft eine regelmdpBige Ver- 
mehrung der Milchsdure hervor, wie Collazo, Handel und Rubino, Collazo 





und Lewicki, Collazo und Supniewski wiederholt nachgewiesen haben und 


als physiologische Phase der Insulinwirkung betrachten. 








Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz 
an der Muskulatur unter gleichzeitiger V erfolgung des Gaswechsels 
(Norm, Hunger, Insulinwirkung). IX. 


Von 
Theodor Brugsch, Hans Horsters und Joseph Vorsehiitz. 
(Aus der IT. medizinischen Klinik der Charité.) 


(Eingegangen am 9. Marz 1925.) 


In unserer siebenten Mitteilung') haben wir Gaswechselversuche an 
Lebern von Meerschweinchen und Hunden unter normalen Ernahrungs- 
verhaltnissen, im Hunger, bei Insulinwirkung und bei pankreasexstir- 
pierten Tieren angestellt, wobei gleichzeitig die intermediiren Ver- 
haltnisse des Kohlenhydratumsatzes unter Beriicksichtigung der 
Phosphorsiure erforscht wurden. Wir fiigen diesen Versuchen nunmehr 
aihnlich angelegte Untersuchungen an, die an der Muskulatur durch- 
gefiihrt wurden, wobei es uns hauptsachlich auf das Studium der Insulin- 
wirkung ankam. 


Methodik. 

Diese schlieBt sich véllig an die in der siebenten Mitteilung (s. d.) 
auseinandergesetzte Methodik an, nur daB statt der Leber die Muskulatur 
als Versuchsobjekt gewahlt wurde in der Weise, daB dem durch Nacken- 
schlag getéteten Tiere Muskulatur entnommen wurde, aus der Riicken- 
muskulatur und Extremitaétenmuskulatur in etwa gleichem Verhiltnis. 
Die mit der Schere entnommene Muskulatur wurde abgewogen und alsdann 
im Moérser zerstampft und in einer Ringerlésung, die 0,1 Proz. Glucose 
aber kein NaHCO, enthielt, im Verhaltnis von 1: 10 suspendiert, wobei 
die bindegewebigen Bestandteile der emulsionierten Muskulatur durch 
Mullgaze abfiltriert wurden. Von dieser Emulsion wurden je 30¢cm in 
zwei genau kalibrierte, mit je zwei Dreiwegshahnen am Glasstopfen ver- 
sehene, etwa 300 cem fassende GefiBe gebracht und unter gleichen 
Bedingungen in einem Schiittelapparat bei 40° C 50 Minuten lang geschiittelt. 
Das eine Gefai®8 wurde alsdann auf den O,- und CO,-Gehalt der Luft im 
kalibrierten Kolben mit Hilfe des Haldaneschen Apparats untersucht, 
wobei die CO,, die noch in der Suspension adsorbiert war, mit verdiinnter 
H,SO, ausgetrieben wurde, wihrend der Inhalt des zweiten GefiiBes, der 





') Diese Zeitschr. 151, H. 3/4, 1924. 








ee 
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sich in bezug auf Menge und Luftvolumen gleich wie der des ersten GefiBes 
verhielt, auf Zucker (Folin-Wu), anorganische Phosphorsiure (Embden), 
Milchséure (Clausen-Meyerhof) untersucht wurde. Vor Anstellung des 
Durchschiittelungsversuchs wurde ein aliquoter Teil der Organsuspension 
ebenfalls auf Zucker, anorganische Phosphorséure und Milchséure unter- 
sucht. Unser methodisches Vorgehen deckt sich mit den Verfahren, wie es 
in unseren friiheren Mitteilungen I, III, V und vor allem VII beschrieben 
worden ist. Die Berechnung der Werte geschieht auf 10g des Organs, 
indessen wurde, um die nachtragliche Méglichkeit zu bieten, eine Berechnung 
gegebenenfalls auf Trockensubstanz eintreten zu lassen, eine Kjeldahl- 
analyse der Organsuspension ausgefiihrt und daraus der EiweiBwert durch 
Multiplikation mit dem Faktor 6,25 berechnet. 





A. Versuche an normal genihrten Tieren (Meerschweinchen). 


Versuch 1 (Jounal II, 166). 


10g Muskulatur aus den hinteren Extremitaten eines gut gendhrten 
Meerschweinchens werden zu 100 cem Ringerlésung (mit 0,1 Proz. Glucose 
ohne NaHCO,!) suspendiert, nachdem die Muskulatur sehr fein zerrieben 
worden ist, wobei die bindegewebigen Teile durch Mullfilter vom Parenchym 
getrennt wurden. Die Versuche wurden in zwei Portionen von je 30 ccm 
der Suspension im kalibrierten Gefi8 durchgefiihrt, indem die Suspension 
50 Minuten lang bei 40°C geschiittelt wird. 


EiweiBgehalt der Suspension = 1,09 Proz. 
Berechnung der Werte auf 10g Muskulatur: 


C O,-Produktion oo « « « = 1,49 00m 
ae + > 6s ae wes ae 
Respirationsquotient . . . .. . = 0,9 


O,-Verbrauch berechnet auf 1g Eiwei8 der Muskulatur = 1,47 cem. 


Auf 10g Muskulatur berechnet: 





Zuckergehalt A ische 

besschnat rr; = Milchsaure “LPO, F 
mg mg mg 
Vorher .... 119 83 4 
Nachher ... 113 25,7 6,1 
a —6 + 17,4 + 21 


Da fiir jedes Milligramm Glucose bzw. Milchsaure, die verbrennen, 
1,467 mg CO, frei werden (reduziert auf 0° und 760 mm Hg) bzw. eine 
gleiche Menge O, verbraucht wird, so entspricht jedes Kubikzentimeter 
CO, bzw. O, der Verbrennung von 1,3364 mg Glucose bzw. Milchsaure. 
Zwar ist der respiratorische Quotient nicht véllig 1 (wie er sonst bei der 
Muskulatur gefunden wird, wie weiter unten aus unseren Versuchen 
ersichtlich wird), trotzdem kénnen wir den Wert eines O,-Verbrauchs 
von 1,60 ccm auf Kohlenhydratverbrennung zuriickfiihren und somit 
folgende Bilanz aufstellen. 


Biochemische Zeitschrift Band 158. 10 
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Kohlenhydrat verbrennt (Glucose bzw. Milchsiure) = 1,6 « 1,3364 
= 2,14mg. Verschwunden sind 6 mg Glucose, produziert 17,4 mg 
Milchsaure, das ergibt eine Bilanz von + 11,4 mg zugunsten von Milch- 
siure. Es sind also neben einer Verbrennung von 2,14 mg Kohlenhydrat 
11,4 mg Milchsiure gebildet worden, die nur aus den Kohlenhydrat- 
vorriten des Muskels stammen kénnen, d. h. der Glykogen-, nicht etwa 
der Hexosediphosphorsaure, da nur ein Zuwachs von 2,1 mg anorgani- 
scher H, PO, zu verzeichnen ist, ein Wert, der annihernd 2 mg Zucker, 
berechnet auf d-Fructosediphosphorsaure, entspricht. 


Versuch 2 (Journal IT, 167). 
10g Muskulatur aus den hinteren Extremititen eines gut genaihrten 
Meerschweinchens werden zu 100 ccm Ringerlésung (mit 0,1 Proz. Glucose, 
aber ohne NaHCOQO,) suspendiert. Je zwei Portionen der Suspension zu 
je 30ccm werden in 300-cem-GefiBen bei 40°C 50 Minuten lang unter 
Luft geschiittelt. 


EiweiBgehalt der Suspension = 1,19 Proz, 
Berechnung der Werte auf 10g Muskulatur: 
CO,-Produktion ........ =1,46com 
O,-Verbrauch — = 1,34 ,, 
Respirationsquotient . . ... . = 1,08 
O,-Verbrauch berechnet auf 1g Eiwei8 der Muskulatur = 1,13 ccm. 


Auf 10g Muskulatur berechnet: 





Zuckergebalt a Anorganisches 
berechnet als Glucose | Milchsiure HPO, 
mg mg my 
Vorher .. : 131 23 6,7 
Nachher ... 138 37 7.0 
ee +7 ; + 12 + 0,3 


Da der respiratorische Quotient sich um | halt, ist man berechtigt, 
aus der GréBe von 1,46 ccm CO, die Verbrennung von 1,46 « 1,3364 
= 1,95 mg Kohlenhydrat zu errechnen. Neben diesem Werte ver- 
brannten Kohlenhydrats ergibt die Bilanz die Bildung von 7 mg Glucose 
und 12 mg Milchsaure, die nicht aus Hexosediphosphorsiure stammen 
kénnen, sondern aus dem Glykogen des Muskels sich herleiten miissen. 


Versuch 3 (Journal IT, 178). 
10g Muskulatur werden im Verhaltnis 10: 100cem Ringerlésung 
(ohne NaHCO,-Gehalt und mit 0,1 Proz. Glucose) nach Verreibung auf- 
geschwemmt. Das Meerschweinchen war gut genihrt. Die Versuche wurden 
in drei Portionen (A, B, C) angestellt, indem jeweils 30 cem der Suspension 
50 Minuten lang bei 40°C im kalibrierten etwa 300-cem-Gefi8 mit Luft 
geschiittelt wurde. Zu Portion A und B wurden fiir 100 cem Suspension 

zwei Einheiten gut wirksamen Insulins zugesetzt. 








2 
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EiweiBgehalt der Suspension = 1,03 Proz. 


Versuch A (mit Insulinzusatz von 2 Einheiten Insulin in vitro), 
berechnet auf 10g Muskulatur: 








CO,-Produktion ........ = 1,40ccm 
Op Vareeeeen 3... eines > eo he 
Respirationsquotient . . . . . . = 1,02 
O,-Verbrauch berechnet auf 1g EiweiB der Muskulatur = 1,33 cem. 
ee ee 
my mg meg 


Versuch B (mit Insulinzusatz von 2 Einheiten Insulin in vitro), 
berechnet auf 10g Muskulatur. 


Vorher.... 127 315 6 
Nachher ... 135 14.5 4 
aa +8 — 17.0 —2 


Versuch C (ohne Insulinzusatz in vitro), 
berechnet auf 10g Muskulatur. 


Vorher .... 139 8.3 6 
Nachher ... 133 12.2 6 
Bilanz .... —6 + 3,9 +0 


Da der Respirationsquotient annahernd | ist, so ist die Annahme 
berechtigt, daB der Wert von 1,40cem CO, = 1,40 « 1,3364 mg 
veratmeter Glucose bzw. Milchsiure entspricht, das ist 1,87 mg. 
Gleichzeitig liegen die intermediiren Kohlenhydratverhiltnisse (siehe 
Versuch B) derartig, daB 17 mg Milchsiure verschwinden, daB der Wert 
an Glucose wichst und 2 mg anorganisches H, PO, in der Bilanz fehlen. 
Das weist auf intermedidre Hexosediphosphorsdurebildung unter dem 
Einflug von Insulin im Muskel hin. Die Portion ohne Insulinzusatz 
zeigt dagegen keine Bilanzstérung in der anorganischen H,PO,, das 
Verschwinden von 6 mg Glucose, die Produktion von 3,9 mg Milch- 
siure. Da anzunehmen ist — obgleich fiir Portion C kein Atmungs- 
versuch durchgefiihrt worden ist — , daB der Wert der Atmung annihernd 
an 2 mg Kohlenhydrat herankommt, so ist die SchluBfolgerung erlaubt, 
daB hier der Muskel ohne Insulinzusatz nur Glucose gespalten bzw. ver- 
atmet hat. 

Versuch 4 (Journal IT, 180). 

10g Muskulatur eines gut genihrten Meerschweinchens werden nach 
Verreiben suspendiert zu 100cem Ringerlésung (ohne NaHCO,, mit 
0,1 Proz. Glucose). Die Versuche wurden in drei Portionen (A, B, C) durch- 
gefiihrt, indem je 30 ccm der Suspension in kalibrierten 300-cem-GefiBen 
bei 40°C 50 Minuten lang mit Luft geschiittelt werden. Zu Portion B 
sind zugesetzt worden 1 cem Muskelkochsaft fiir 30 ccm Suspension (der 
Muskelkochsaft entspricht der Menge von 1g Muskulatur). 


10* 
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EiweiBgehalt der Suspension = 1,44 Proz. 
Versuch A (ohne Zusatz von Muskelkochsaft), berechnet auf 10g 
Muskulatur. 
CO,- Produktion 1,70 com 
O,-Verbrauch 1,60 ,, 
Respirationsquotie nt 1,06 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweis ie Muskulatur = 1,11 cem. 


t Wl 


II 





Versuch B (mit Zusatz von Muskelkochsaft), berechnet auf l0g 
Muskulatur. 
C O,-Produktion 1,94 com 
O,-Verbrauch 2,54 
Respirationsquotient 0,76 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweib aie Muskulatur = 1,83 cem. 


\| J I 





Zuckergehalt : Anorganisches 
berechnet als Glucose Milchséure H3PO, 
my mg mg 


Versuch B (mit Zusatz von Muskelkochsaft), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 


Vorher .... 120 92 10 
Nachher ... 119 54 7.4 
ee —1 —338 — 26 


Versuch C (ohne Zusatz von Muskelkochsaft), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 





Vorher .... 120 9,2 | 10 
Nachher ese _B6 a _ 16,0 a 73 
Bilanz .... + 16 +68 | —27 


Im Versuch ohne Zusatz von Muskelkochsaft ist der Respirations- 
quotient annahernd gleich 1, die CO,-Produktion kann also auf die 
Verbrennung von Glucose und Milchsiure bezogen werden; demnach 
entsprechen 1,70cem CO, 1,7 x 1,3364mg _ verbrannten Kohlen- 
hydrats, das sind 2,27 mg. In dem gleich angesetzten Versuch C sind 
neben der Verbrennung von 2,27 mg Kohlenhydrats 6,8 mg Milchsaure 
und 16mg Glucose gebildet worden, dabei 2,7 mg anorganischer 
H, PO, verschwunden. 

Unter dem Zusatz von Muskelkochsaft ist im Versuch B der O,- 
Verbrauch gestiegen (nicht im gleichen Mabe die CO,-Produktion), 
der Respirationsquotient ergibt den Wert von 0,76. Trotzdem berechnen 
wir hier den O,-Verbrauch auf Verbrennung von Kohlenhydrat 
bzw. Milchséiure und berechnen daraus 2,54 x 1,3364 mg verbrannten 
Kohlenhydrats, das sind 3,39 mg. 

Die intermediiren Kohlenhydratumsitze ergaben einen Verlust 
von 3,8 mg Milchséure, 1 mg Glucose und Verschwinden von 2,6 mg 
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anorganischer H,PO,. Danach ist anzunehmen, da durch Zusatz 
von Muskelkochsaft in der Hauptsache eine Steigerung der Atmung 
erzielt worden ist. 


Versuch 5 (Journal II, 184). 
10g Muskulatur eines gut genihrten Meerschweinchens werden im 
Verhaltnis von 10g zu 100cem Ringerlésung (ohne NaHC O,-Zusatz und 
mit 0,1 Proz. Glucose) nach Verreibung aufgeschwemmt. Je 30 ccm der 
Suspension werden in kalibrierten 300-ccm-GefiBen 50 Minuten lang 
bei 40°C geschiittelt, nachdem zu Portion B und C 10 Einheiten Insulin 
auf 100 cem der Suspension zugesetzt worden waren. 





EiweiBgehalt der Suspension = 1,38 Proz. 
Versuch A (ohne Insulinzusatz), berechnet auf 10g Muskulatur. 
C O,- Produktion a 1,i a 
ar Se 
Respirations Quotient . o * 1 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei8 der Muskulatur = 1,13 ccm. 


I i 


Versuch B (mit Insulinzusatz von 10 Einheiten Insulin in vitro), 
berechnet auf 10g Muskulatur. 
C O,-Produktion = 
O,-Verbrauch a ae 
Re -spirationsquotient . . . . = 0,91 
N 





O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei8 din fuskulatur = 1,12 ccm. 
Zuckergehalt 1 Anorganisches 
berechnet als Glucose | Milchsaure Hs PO, 


mg mg mg 


Versuch B (mit Insulinzusatz). 


Vorher .... 131 | 143 91 
Nachher .. . 142 | 108 | 5.0 
a +11 | —35 —41 
Versuch C (ohne Insulinzusatz), berechnet auf 10g Muskulatur. 
Vorher.... 131 14.3 91 
Nachher ... 136 19.3 8.6 
re +5 +50 | —O5 


Zunachst ergibt sich fiir die Atmungswerte der Muskulatur, mit 
und ohne Insulinzusatz eine fast véllige Kongruenz. Der Insulin- 
zusatz hat die Atmung nicht beeinfluBt! Berechnen wir, in Anbetracht 
dessen, daB der Respirationsquotient annihernd gleich | ist, den O,- 
Verbrauch auf Verbrennung von Kohlenhydrat bzw. Milchsaure, so 
ergibt sich ein Wert von 1,56 x 1,3364 mg 2.lmg, bzw. von 
1,54 x 1,3364 mg = 2,06 mg bei Insulinzusatz. 

Von auBerordentlich klarer Ubersicht sind nun die intermediaren 
Kohlenhydratverhiltnisse des Muskels bei Insulinzusatz und ohne 
Insulinzusatz. Ohne Insulinzusatz finden wir Bildung von 5 mg Milch- 
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saure und 5mg Glucose bei einem Defizit von 0,5 mg anorganischer 
H,PO,, bei Insulinzusatz entsteht ein Minus von 3,5 mg Milchsiure, 
dabei ein Plus von 11 mg Glucose bei einem Defizit von 4,1 mg an- 
organischer H,PO,. Das lat hier nur den einen SchlufB zu, dap das 
Insulin den Aufbauvorgang des Zuckers aus Milchstiure bewirkt hat 
unter Bildung eines phosphorylierten Zuckers, ohne dap eine Steigerung 
der Atmung der Muskulatur stattgefunden hat. 





Versuch 6 (Journal IT, 189). 
10g Muskulatur eines gut genihrten Meérschweinchens, das um 10 Uhr 
vormittags 10 Einheiten Insulin intraperitoneal bekommen hat und um 
12 Uhr mittags getétet worden ist, werden im Verhiltnis von 10g zu 
100 cem Ringerlésung (ohne Na HC O,-Zusatz, mit 0,1 Proz. Glucose) nach 
Verreiben suspendiert. Je 30 cem werden in je einem kalibrierten 300-cem- 
GefiB bei 40°C 50 Minuten lang unter Luft geschiittelt. 





EiweiBgehalt der Suspension = 1,36 Proz. 
Fiir 10g@ Muskulatur berechnet: 
CO,-Produktion ........ = 1,8500cm 
ee eee ee eee 2 ee 
Respirationsquotient . ... . . = 0,88 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei®B der Muskulatur = 1,25 ccm, 
Fiir 10g¢ Muskulatur berechnet: 
Zuckergehalt , Anorganisches 
berechnet als Glucose = Milchsaure H; PO, 
mg mg mg 
Vorher.... 138 16.8 91 
Nachher ... 126 11.3 8.3 
ag Ss — 12 — §5 —O08 


Der O,-Verbrauch von 1,70cem laBt, unbeschadet der Tatsache, 
da der Respirationsquotient nicht 1 ist, die VerbrauchsgréBe an 
Kohlenhydrat bzw. Milchsiure zu 1,7 « 1,3364 mg = 2,27 mg _be- 
rechnen. Die intermediiren Kohlenhydratverhaltnisse zeigen Ver- 
schwinden von Glucose (die nicht veratmet ist) und Verschwinden von 
Milchsiure ; die anorganische H, PO, weist nur ein geringes Minus von 
0.5mg auf. Man geht wohl kaum fehl, wenn man die negativen 
Kohlenhydratwerte, die nicht einer Verbre¢nnung entsprechen kénnen, 
als Folgen intermediarer Zwischenzuckerbildung betrachtet. 


Zusammenfassung der Versuche an der Muskulatur wohlgenihrter 
Meerschweinchen. 
Welchen Wert hat die Atmung der Muskulatur in der Ringer- 
suspension bei 40°C und Luftdurchschiittelung wahrend 50 Minuten, 
wenn die Ringerlésung kein Bicarbonat enthalt, dagegen 0,1 Proz. 


Glucose ? 
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Tabelle I. 





. C O4-Produktion O.-Verbrauch 
Nr. . . Respirationsquotient 
ccm com 
| 1.49 1,60 09 
2 1,46 1,34 1,08 
4 1,70 1,60 1,06 
5 152 1,56 113 





Die Werte (reduziert auf 0° und 760 mm Hg) halten sich im 
Respirationsquotienten um 1, die GréBe des O,-Verbrauchs und der 
CO,-Produktion schwankt nur in engen Grenzen. Berechnet man 
den O,-Verbrauch auf 1 g Muskulatur, so ergeben sich ahnlich enge 
Werte. 

Tabelle II. 


O,-Verbrauch pro Gramm Eiwei8 der Muskulatur in der Ringersuspension. 





Nr. Oz 

ccm 

l 1,47 

2 1,34 

4 1.11 

5 1,13 
Durchschnittswert . 1.26 


Steigert Insulinzusatz in vitro oder in vivo den Atmungswert / 
Andert er den Respirationsquotienten / 


Tabelle III. 





N C OgsProduktion Og*Verbrauch Respirations- 

“ry . . quotient 
com ccm 

: \ Insulin in vitro 1,40 1,37 1,02 

5 pte 1,40 1,54 091 

6 Insulin in vivo 1,50 1.70 0.88 


Der Vergleich der TabellenI und III ergibt keinen Unterschied! 
Der Durchschnittswert berechnet auf 1 g EiweiB der Ringersuspension 
ergibt ebenfalls keinen Unterschied. (Sehr beweisend ist in specie 
noch Versuch 5 in beiden Kontrollen.) 


Tabelle IV. 
O,-Verbrauch pro Gramm Ejiwei8 der Muskulatur in der Ringersuspension 
bei Insulinisierung. 





Nr. Oz 

ccm 
3 | th ; 1,33 
= Insulin in vitro 4 
5 | 1,12 
6 Insulin in vivo 1,25 


Durchschnittsewert . . . 1,23 
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Der Durchschnittswert ist der gleiche (1,23 gegen 1,26 ccm). Wir 
stehen daher nicht an, zu sagen, daB das Insulin den Atmungswert der 
Muskulatur eines wohlyendhrten Meerschweinchens nicht beeinflupt, 
wenigstens nicht nach den Versuchen am Muskelbrei. Dab aber am 
Muskelbrei eine solche Beeinflussung leicht méglich ist, zeigt der 
Versuch 4 mit Zusatz von Muskelkochsaft: Unter dem Einflup des 
zugesetzten Muskelkochsafts steigt der Atmungswert des Kontrollversuchs, 
berechnet auf 1g Eiweif, von 1,11 auf 1,83! 

DaB das Insulin eine Anderung des respiratorischen Quotienten her- 
beifiihrt, glauben wir nach der Tabelle III nicht annehmen zu kénnen. 

Trotzdem bewirkt das Insulin eine gewaltige Anderung in den 
intermediiren Abbau- und Aufbauverhaltnissen bei der Muskulatur, 
wie sich aus folgendem ergibt. 

Alle im vorhergehenden angefiihrten Atmungsversuche am Muskel- 
brei, bei denen gleichzeitig die intermediaren Kohlenhydratverhaltnisse 
studiert wurden, zeigen bereits beim Ansetzen der Versuche eine Er- 
héhung des Zuckerwerts der Ringerlésung tiber 0,1 Proz. Glucose, 
d. h. tiber den Wert, der der Ringerlésung in der Versuchsanordnung 
gegeben war. Dieses Plus an Zucker muB aus dem Glykogen bzw. aus 
intermediiren Zwischenzuckern der Muskulatur stammen, méglicher- 
weise auch aus phosphoryliertem Zucker. Der gleichen Quelle muB 
auch die bereits zu Beginn des Versuchs auffindbare Milchsiure ent- 
stammen. Sollte die Milchsiure aus der d-Fructosediphosphorsaure 
der Muskulatur entstammen, so miibte dem Zuwachs an Milchsiure 
im intermediiren Versuch ein entsprechender Zuwachs an anorganischer 
Phosphorséure entsprechen, dies ist aber, wie wir sehen werden, nicht 
der Fall. Nennen wir den Vorgang der Milchsiurebildung (aus Zucker) 
Glykolyse, den Vorgang des Verschwindens von Milchsiure, soweit 
diese nicht veratmet ist, Glykogenese, so ergibt sich zunachst folgende 
Beziehung zwischen Atmungswert und Glykolyse, den man den 
Meyerhofschen Quotienten nennt: 

Verbrannte Milchsiure Atmung 
Gebildete Milchsiure Glykolyse 


Wir stellen die Werte hier fiir die Normalversuche am Muskelbrei 


zusammen. 





Tabelle V. 

I I 

i 
= | Koblenhydrat Milchenore Quotient [Tl 

mg i 
l 2,14 17,4 1:8 
4A 2,27 6,8 1:3 
5A 2.1 5.0 1:2 
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Ganz anders liegen aber die Verhaltnisse fiir die insulinisierte 
Muskulatur: Statt Glykolyse, d. h. Bildung von Milchsaure, ver- 
schwindet Milchséure, d. h. es liegt eine Umkehr intermediarer Ver- 
haltnisse vor gegeniiber der Norm: 








Tabelle VI. 
I Il 
; Veratmetes Verschwundene 
Ne Kohlenhydrat Milchsaure Quotient [II 
my mg 
: 1,87 17 1:9 
5 2,06 3,5 1 : 17 
2,27 5,5 1: 2/0 


Aber weder kann in der Muskulatur fiir die normalen Verhaltnisse 
die gesamte gebildete Milchsaure aus phosphoryliertem Kohlenhydrat 
stammen, noch ist die Annahme berechtigt, daB die verschwundene 
Milchsiure bei der insulinisierten Muskulatur, soweit sie nicht ver- 
atmet ist, an anorganische H,PO, gebunden bleibt. Die Bindung 
an H,PO, kann nur eine intermediire Phase im AufbauprozeB dar- 
stellen, wie wir das in unserer achten Mitteilung zu zeigen bemiiht 
waren. 

Da nun der Quotient veratmetes Kohlenhydrat zur verschwundenen 
Milchsaure kleiner als 1 ist, so ist dadurch zum Ausdruck gebracht, 
daB die Milchsaure, soweit sie nicht als veratmet betrachtet werden 
darf, einer anderen Zustandsform zum Ubergang gedient hat, nimlich 
einem Zucker, der tiber den phosphorylierten Zucker hinaus den 
Charakter des Zwischenzuckers hat, in dem Sinne, wie wir das an der 
Leber in der achten Mitteilung zu zeigen bemiiht waren. Die Reihenfolge 
geht iiber die Milchsiure—d-Fructosediphosphorsaiure — Lavulose— 
Zwischenzucker—Glykogen. Da8 die Zwischenzucker unter Insulini- 
sierung bei der Aufspaltung hauptsichlich linksdrehenden Zucker 
ergaben, hat unsere sechste Mitteilung gezeigt. In diesem Sinne diirfen 
wir das Verschwinden von Milchsdure als Glykogenese bezeichnen und 
zugleich behaupten, daB am Muskel das Insulin nicht den Atmungs- 
prozeB aktiviert, sondern die Glykogenese. 

Da die Verhaltnisse beim Muskelbrei so tibersichtlich hinsichtlich 
der Anderung der intermediiren Kohlenhydratverhiltnisse liegen, 
mégen hier die in gleicher Weise angestellten intermediaren Studien 
am Leberbrei unter Beobachtung der Atmung (vgl. unsere siebente 
Mitteilung) zum Vergleich mit herangezogen werden (Tab. VII). 

Diese Versuche zeigen, daB die Verhiltnisse vielleicht schwieriger 
zu tibersehen sind als an der Muskulatur, da® indessen die inter- 
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mediaren Verhaltnisse, die an der Leber hauptsichlich wohl vom 
Glykogengehalt der Leber einerseits und vom Zuckergehalt der Ringer- 
losung andererseits abhangen, doch in ganz gleicher Richtung wie bei 
der Muskulatur liegen, auch wenn die Insulinwirkung an den an- 
gezogenen Versuchen nicht evident ist, wie man sie mitunter zu 
finden Gelegenheit hat, wenn z. B. die Tiere durch Insulinisierung 
im Stadium eines hypoglykamischen Komplexes sich finden (vgl. hierzu 
auch die Tabellen in unserer achten Mitteilung). 


Tabelle VII. 


Versuche an Normallebern. 








I I 
. Gebildete (+) 
Veratmetes bzw. vers 
Nr. Koblen | schwundene (—) Quotient I II 
hydrat Milchsaure 
mg my 
l Ringerlosung enthalt 0,1 Proz.Glus . 7 ‘ 
cose u. 0,11 Proz. NaHCO, 6,1 — 7,2 1:12 Glykogenese 
2 Dasselbe 9.4 0 1:0 oe 
4 Ringerlésung enthalt 0,1 Proz. ' P -. 
Glucose, aber kein Na HCO, 2.1 — 3 1:15 Glykogenese 
5 Dasselbe mit Zusatz von Hefen- - in 
: are 2,2 — 97 1:45 Glykogenese 
6 Ringerlés. enthalt 0,1 Proz. Glu 
cose, aber kein NaHCQOs, P 
Zusatz von Insulin in vitro 19 + 8 1:4 Glykolyse 
20 A Ringerlésung enthalt 0,5 Proz. a as u 
Glucose, aber kein NaHCO, 2.3 + 16 1:7 Glykolyse 
20 B Dasselbe, aber mit Zusatz von a ’ 
' Imoulim 2 cc te ce es 2,4 rT 4 1:3 Glykolyse 
19 Ringerlésung enthalt 0,5 Proz. en _ ( . 
Glucose, aber kein NaHCO, 2,9 — 3D 1:19 Glykogenese 


B. Versuche an hungernden Tieren (Meerschweinchen). 


‘ Versuch 8 (Journal III, 5). 
Ein Meerschweinchen, das 48 Stunden gehungert hat, erhalt um 9 Uhr 
morgens 20 Einheiten Insulin ,,Welcome‘: intraperitoneal. Tétung um 
12 Uhr, nachdem sich die ersten Anzeichen des hypoglykimischen Kom- 
plexes bereits gezeigt hatten. 
Die Muskulatur wird im Verhialtnis 10:100 mit Ringerlésung (ohne 
NaHCO,, mit 0,1 Proz. Glucose) suspendiert und in drei Portionen (A, B, 
C) zu je 30 cem in kalibrierten 300-cem-GefaiBen bei 40°C 50 Minuten lang 
durchschiittelt. Zu B werden auf 100 ccm 4 Einheiten Insulin zugesetzt. 


EiweiBgehalt der Suspension = 1,54 Proz. 
Versuch A (ohne weiteren Insulinzusatz), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion ........ = 0,83 ccm 
O,-Verbrauch ‘ oe « 


Respirationsquotient . . . . . . = 0,67 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei} der Muskulatur = 0,81 ccm, 





Br 
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Versuch B (mit Zusatz von Insulin in vitro), berechnet auf 1l0¢ 





Muskulatur. 
CO,-Produktion . . ... . . . = 0,975 cem 
eee ee, Cen 
Respirationsquotient . . . . . . = 0,79 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g EiweiB der Muskulatur = 0,8 cem. 
Zuckergehalt Anorganisches 
berechnet als Glucose Milchsaure hig PO, 
ing mg mg 
Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet auf 10 @ Muskulatur 
VORNE-s « « « 130 12.0 10,3 
Nachher .. 144 6.0 9.0 
Bilanz .... +14 —6 —13 
Versuch C (ohne Insulinzusatz), berechnet auf 10 ¢@ Muskulatur. 
Vorher .... 130 12.0 103 : 
Nachher .. . 150 98 8.5 
a ae + 20 — 22 — 16 


Obgleich der Respirationsquotient wesentlich niedriger als | liegt 
und darauf hinweist, da Sauerstoff benétigt worden ist, ohne dab 
dieser einzig verbranntem Kohlenhydrat zugute kommt, berechnen wir 
aus dem Sauerstoffverbrauch von 1,24 bzw. 1,23 cem die GréBe ver- 
brannten Kohlenhydrats bzw. Milchsaure fiir A = 1,24 * 1,3364 mg 

1,66 mg, fiir B (mit Insulinzusatz) 1.23 » 1.3364 mg 1,64 mg. 
Die intermediiren Kohlenhydratumsatze ergaben im Versuch ohne 
Insulinzusatz eine Ausschiittung (bzw. Bildung) von 20mg Glucose, 
bei einem Defizit von 2,2 mg Milchsaiure und einem Defizit von 1,6 mg 
anorganischer H,PO,, im Versuche mit Insulin ist die Ausschiittung 
der Glucose geringer (+ 14mg), dagegen das Defizit an Milchsiure 
gréBer (— 6 mg) bei einem Defizit anorganiscner H,PO, von 1,3 mg. 





Versuch 9 (Journal ILI, 8). 

Ein Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat, erhalt 9 Uhr 
30 Minuten vormittags 40 Einheiten Insulin (Welcome) intraperitoneal. 
Es wird um 12 Uhr bei ausgesprochener Atonie getétet. 

Die Muskulatur wird nach Verreiben aufgeschwemmt im Verhiltnis 
von 10:100 mit Ringerlésung, die kein NaHCO,, aber 0,1 Proz. Glu- 
cose enthalt. Je 30cem der Suspension werden in drei Portionen 
(A, B, C) in je 300-cem-GefaiBen (kalibriert) bei 40°C 50 Minuten lang 
unter Luft geschiittelt. Zu B ist noch 1 Einheit Insulin auf 100 cem 
zugesetzt worden. 





EiweiBgehalt der Suspension = 0,85 Proz. 


Versuch A (ohne weiteren Insulinzusatz), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion ........ =90,6l com 
RS ee eee 1,45 ,, 
Respirationsquotient . . .. . . = 0,42 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB der Muskulatur 1.71 cem, 
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Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet auf 10g Muskulatur. 
C O,- Produktion 0,531 cem 


I 





O,-Verbrauch dog 1,0 
Respirationsquotient . .... . = 0,53 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei8 der Muskulatur = 1,17 cem. 
Zuckergehalt -e Anorganisches 
berechnet als Glucose | Milchséure H; PO, 
mg | mg mg 


Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet auf 10 g Muskulatur. 


Vorher... . || 158 9,1 17,7 
Nachher .. . | 148 5,2 9,0 
ere —10 —39 | —87 
VersuchC (ohne Insulinzusatz), berechnet auf 10g Muskulatur. 
Vorhef ...-. 158 91 17,7 
Nachher ... | 153 5,7 _ 80 
Bilems «2 ss —5 --34 —9,7 
Berechnen wir — obwohl der Respirationsquotient so tief liegt, 





daB sein Wert nicht allein auf die Verbrennung von Kohlenhydrat 
hinweist, sondern auf das Eintreten sauerstoffungesattigter Kérper aus 
der Fettreihe — den O,-Verbrauch im Versuch A und B auf die Ver- 
brennung von Kohlenhydrat bzw. Milchsaure, so ergibt sich fiir VersuchA 
(ohne Insulinzusatz) 1,45 x 1,3364 mg = 1,94 mg, fiir Versuch B (mit 
Insulinzusatz) 1,0 x 1,3364 mg = 1,34mg. Der Intermediarversuch 
(ohne Insulinzusatz) ergibt ein Verschwinden von 5 mg Glucose, ein 
Defizit von 3,4mg Milchsiure und den hohen Wert von — 9,7 mg 
anorganischer H,PO,. Im Parallelversuch mit Zusatz von Insulin 
ergibt sich ein Defizit von 10 mg Glucose, 3,9 mg Milchsaure, 8,7 mg 
anorganischer H,PO,. -Da sich das Deiizit in beiden Versuchen nicht 
von der Verbrennung von Kohlenhydrat bzw. Milchsaure herleiten 
kann (es sind im Héchstfalle 1,94 bzw. 1,34 mg Kohlenhydrat ver- 
brannt worden), so ist die Ausdeutung nur so méglich, daB sich hier 
aus Milchsiure Hexosediphosphorsaure gebildet hat, deren Reduktions- 
wert ein anderer ist und damit zur Anderung des Glucosewertes gefiihrt 
hat. Wir haben hier auch wieder ein Beispiel dafiir, wie fest unter Um- 
standen Insulin die anorganische H, PO, zu verankern vermag. (Wirkung 
des Insulins als Kinase der Phosphatase.), 


Versuch 10 (Journal ITI, 11). 


Ein Meerschweinchen, das 48 Stunden gehungert hat und stark er- 
mattet ist, wird durch Nackenschlag getétet. 10 g Muskulatur, fein zerrieben, 
werden suspendiert im Verhaltnis 10: 100 mit Ringerlésung, die kein 
NaHCO,, aber 0,1 Proz. Glucose enthalt. Je 30cem der Suspension 
(A, B, C) werden in drei kalibrierten 300-cem-GefaBen 50 Minuten lang 








ne 
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bei 40°C unter Luft geschiittelt, nachdem zu B 2 Einheiten Insulin fiir 
100 ccm Suspension zugefiigt worden war. 


EiweiBgehalt der Suspension = 2,47 Proz. 
Versuch A (ohne Insulinzusatz), berechnet fiir 10g Muskulatur. 


CO,-Produktion . ...... . = 0,60ccem 
eve Ge et et te ee 
Respirationsquotient . . . . . .. = 0,35 

O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei8 der Muskulatur = 0,69 cem. 


Versuch B (mit Insulinzusatz in vitro), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 
C O,-Produktion 


I 


0,65 ecm 





O,-Verbrauch i <= os 6 ee eee oe 
Respirationsquotient . .. . . . = 0,46 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei8 der Muskulatur = 0,57 cem, 
Zuckergehalt . < Anorganisches 
berechnet = Glucose Milchsaure H, PO, 
mg mg mg 


Versuch B (mit Insulinzusatz) berechnet fiir 10 g Muskulatur. 





Vorher....- 119 10,6 8.5 
Nachher ... 126 5,3 11,0 
OO ae +7 | —53 + 25 
Versuch C (ohne Insulinzusatz), berechnet fiir 10g Muskulatur. 
Vorher.... 119 | 10,6 8.5 
Nachher .. . 133 8.4 9,0 
Bilanz .... +14 —22 + 05 


Wir berechnen — trotz der niedrigen respiratorischen Quotienten — 
den Q,-Verbrauch auf Kohlenhydrat- bzw. Milchsaureverbrennung: 
fiir A (ohne Insulinzusatz) zu 1,70 x 1,3364 mg = 2,27 mg, fiir B (mit 
Insulinzusatz) zu 1,41 * 1,3364mg = 1,88mg. Die intermediaren 
Kohlenhydratumsitze ergaben ohne Insulinzusatz eine Bildung von 
14mg Glucose, das Defizit an Milchsiure betrigt 2,2mg, die an- 
organische H,PO, hat sich nicht wesentlich geindert (+ 0,5 mg). 
Bei Insulinzusatz ist die Zuckerbildung geringer, das Defizit an Milch- 
siure gréBer (— 5,3 mg), der Wert fiir anorganische H,PO, ist auf 
+ 2,5 mg angewachsen. 


Versuch 11 (Journal ITI, 16). 

Ein Meerschweinchen, das 24 Stunden gehungert hat, erhalt um 
10 Uhr morgens 5 Einheiten Insulin (B. und Welcome) intraperitoneal. Es 
bleibt ohne hypoglykimischen Komplex bis 12 Uhr, wo es getétet wird. 

Die Muskulatur wird nach Verreibung mit Ringerlésung (ohne Na HC O,, 
aber mit 0,1 Proz. Glucose) im Verhiltnis von 10: 100 aufgeschwemmt. 
Je 30ccem werden in je drei kalibrierten 300-cem-GefaBen (A, B, C) bei 
40°C 50 Minuten lang unter Luft geschiittelt. Zu B wurden hinzugefiigt 
2 Einheiten Insulin fiir 100 cem Suspension. 
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EiweiBgehalt der Suspension = 0,86 Proz. 
Versuch A (ohne Insulinzusatz), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 


CO,-Produktion . ..... . . = 0,775 cem 
O,Verbrauch ........- @i1% 
Respirationsquotient . . . . . . = 0,44 

O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei8 der Muskulatur = 2,03 cem. 


Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet fiir 10g Muskulatur. 





CO,-Produktion ........ =0,74ccm 
CVE ct tec tc ts ee 
Respirationsquotient . . . . . . = 0,45 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei® der Muskulatur = 1,92 cem. 
Zuckergehalt : Anorganisches 
berechnet als Glucose Milchsaure “ >, 
mg mg mg 
Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet fiir 10 g Muskulatur 
Vorumr....f 98 8,7 8,0 
Nachher . .. . || 94 4,1 75 
a ee -—4 — 46 —O05 
Versuch C (ohne Insulinzusatz), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 
Vormer.... 98 8,7 8,0 
Nachher .. . 93 84 7,0 
SS —5 | —03 —10 


Berechnen wir trotz niedriger respiratorischer Quotienten den 
O,-Verbrauch auf Kohlenhydrat bzw. Milchsiure, so ergibt sich fiir A 
(ohne Insulinzusatz) fiir 10g Muskulatur = 1,75 « 1,3364 mg 
= 2,34 mg, fiir B (mit Insulinzusatz) = 1,65 « 1,3364 mg = 2,21 mg. 

Die intermediaren Kohlenhydratverhaltnisse zeigen ein Zucker- 
defizit und bei dem Zusatz von Insulin ein héheres Milchsauredefizit, 
wahrend die Werte fiir anorganisches H,PO, sowohl mit wie ohne 
Insulinzusatz nicht wesentlich geandert sind (— 1,0 bzw. — 0,5 mg). 
Das Defizit an Glucose und Milchsaure ist bei nachtraglichem Zusatz 
von Insulin noch gréBer als ohne und iibertrifft die etwaige GréBe 
veratmeten Kohlenhydrats: es mu also hier ein Umbau der Kohlen- 
hydrate iiber die Milchsiure hin stattgefunden haben. 


Versuch 12 (Journal ITT, 18). 


Ein Meerschweinchen, das 72 Stunden gehungert hat, erhalt morgens 
8 Uhr 30 Minuten 10 Einheiten Insulin (B. und Welcome) intraperitoneal. 
Nachdem das Tier alsbald atonisch geworden ist und um | Uhr einen 
hypoglykamischen Krampfkomplex bekommen hat, wird es um | Uhr getétet. 

Die Muskulatur wird nach feiner Verreibung mit Ringerlésung, die 
keine NaHCO,, aber 0,1 Proz. Glucose enthialt, suspendiert im Verhaltnis 
10: 100. Drei Portionen zu je 30cem (A, B, C) werden in kalibrierten 
300-cem-GefaiBen bei 40°C 50 Minuten lang mit Luft geschiittelt, nachdem 
zu B (fiir 100 cem Suspension 2 Einheiten) Insulin zugesetzt worden war. 











———————————————oO 
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EiweiBgehalt der Suspension = 1,16 Proz. 
Versuch A (ohne Insulinzusatz), berechnet fiir 10g Muskulatur. 


CO,-Produktion ........ =1,7l ccm 
ee a . 22 
Respirationsquotient . . . . . . = 0,53 

O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei8 der pa adiieees = 2,78 ccm. 


Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet fiir 10g Muskulatur. 





CO,-Produktion ........ = 163¢cem 
O,Verbrauch ......... = 3,35 
Respirationsquotient . . . . = 0,69 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Riweif non Muskulatur = 2,03 cem. 
Zuckergehalt P Anorganisches 
berechnet als Glucose _ Milchsaure HPO, 
mg mg mg 


Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 





Wat .© +s « 94 | 9,0 16 
Nachher ... 98 50 17.5 
Bilanz Sees oe 4 — 4.0 oe a 15 
Versuch C (ohne Insulinzusatz), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 
Wel. « » < a4 9.0 16 
Nachher ... 100.5 54 17.5 
ees Ge + 65 — 3,6 +15 


Berechnet man trotz der niedrigen respiratorischen Quotienten 
den Q,-Verbrauch auf Kohlenhydrat- bzw. Milchsiureverbrennung, 
so ergibt sich fiir 10g Muskulatur (ohne Insulinzusatz) = 3,22 

. 13364 mg = 4,3 mg, fiir 10 g Muskulatur mit Insulinzusatz 
= 2,35 x 1,3364mg = 3,l4mg. In diesen Grenzen liegt hier das 
Defizit der Milchtsiure (— 3,6 bzw. — 4,0 mg), indessen zeigt sich 
doch ein Plus an 6,5 mg Glucose bzw. 4mg Glucose. Da, wie wir 
weiter unten ausfiihren werden, im Hunger die Bildung von Kohlen- 
hydraten aus Fett in Frage kommt, so ist auch hier die Bildung von 
Zucker aus Fett wahrscheinlich und in diesem Sinne das Defizit an 
Milchsaiure, wenigstens zum Teil auf den Umbau zu Zwischenzuckern 
zum Glykogen hin, anzunehmen. Die Werte fiir anorganische H, PO, 
bewegen sich nur in geringen positiven Werten des Zuwachses. 


Versuch 13 (Journal III, 21). 


Ein Meerschweinchen, das 60 Stunden gehungert hat, wird getétet 
und die Muskulatur im Verhaltnis von 10: 100 nach feiner Verreibung 
mit Ringerlésung, die kein NaHCO,, aber 0,1 Proz. Glucose enthialt, auf- 
geschwemmt. 

Je 30cem werden in drei kalibrierten 300-ccm-GefiBen (A, B, C) bei 
40°C 50 Minuten lang unter Luft geschiittelt, nachdem zu B 2 ccm Hefe- 
kochsaft zugesetzt worden war. 
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EiweiBgehalt der Suspension = 1,3 Proz. 
Versuch A (ohne Hefekochsaft), berechnet auf 10g Muskulatur. 
C O,- Produktion = 2,43 ccm 
O,- Verbrauch ae = 2,54 
Respirationsquotient . . . . - = 0,96 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweis der Muskulatur = 1,95 ccm. 


Versuch B (mit Hefekochsaft), berechnet auf 10g Muskulatur. 


C O,- Produktion = 1,8l ecm 
O,-Verbrauch = 2,94 ,, 
= 0,62 


Respirationsq uotient ar 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei8 ue Muskulatur = 2,28 ccm 





Zuckergehalt wee Demiiadbes 
berechnet als Glucose Milchsaure ee’ 


mg mg mg 
Versuch B (mit Hefekochsaft), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 





Voehet ...-. 103 145 14.0 
Nachher ... 106 3,4 14.0 
ae +3 — 10,1 + 0,0 
Versuch C (ohne Hefekochsaft), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 
Ts. @ m. « 103 145 14,0 
Nachher ... 99 a 13.6 15,0 we 
eee —4 —09 +10 


In dem Falle A (ohne Hefekochsaft) weist der Respirationsquotient 
von annahernd | auf die Verbrennung von Kohlenhydrat hin, so dab 
es wohl berechtigt ist, fiir A auf 10 g Muskulatur aus dem O,-Verbrauch 
die Verbrennung von 2,54 = 1,3364mg = 3.4mg zu_ berechnen; 
fiir B (Hefekochsaftzusatz) waren 2,94 « 1,3364mg = 3,8mg zu 
berechnen. Der erstere Wert deckt sich annihernd mit dem Defizit 
von Milchsiure und Glucose (siehe C), der letztere Wert von 3,8 mg ist 
weit geringer als das Milchsiuredefizit; da unter Hefekochsaft hier 
eine Vermehrung der Glucose zustande gekommen ist, so ist zweifels- 
ohne das starke Milchsauredefizit in erster Linie auf Zuckerumbau zum 
Glykogen hin zuriickzufiihren. Die anorganischen H, PO,-Werte haben 
kaum eine Anderung erfahren. 


Versuch 14 (Journal ITI, 23). 

Ein Meerschweinchen, das 60 Stunden gehungert hat, erhait 9 Uhr 
vormittags 10 Einheiten Insulin (Burrough und Welcome) intraperitoneal 
injiziert. Das Tier, das stark atonisch wird, wird um 11 Uhr 30 Minuten 

j vormittags getitet. 

Die Muskulatur wird nach Verreiben aufgeschwemmt mit Ringerlésung, 
die kein Na HC O,, aber 0,1 Proz. Glucose enthalt, im Verhaltnis von 10: 100. 
Je 30 ccm werden in drei kalibrierten 300-cem-GefaiBen (A, B, C) unter Luft 
bei 40°C 50 Minuten lang geschiittelt. Zu B waren noch zugesetzt worden 
1 Einheit Insulin auf 100 Suspension. 
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EiweiBgehalt der Suspension = 1,2 Proz. 
Versuch A (ohne Insulinzusatz), berechnet auf 10g Muskulatur. 
CO,-Produktion ........ =0,70ccm 


O,Verbrauoh .....+.-- wb 
Respirationsquotient oe = 0,41 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Fiwei8 hi Muskulatur = 1,42 ecm. 


Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet fiir 10g Muskulatur. 


CO,-Produktion . ...... . = 0,63cem 
is os oo 6 +s ove, OO OD os 
Respirationsquotient . . . . . . = 0,36 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei® der Muskulatur = 1,42 ccm. 





Zuckergehalt Anorganisches 
berechnet als Glucose O, 
mg mg mg 


Milchsaure 


Versuch B (mit Insulinzusatz), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 











J aa 99 5.0 3.5 
Nachher .. . 96 45 3.0 
| ie —3 — 05 ; —O05 
Versuch C (ohne Insulinzusatz), berechnet fiir 10 g Muskulatur. 
We s&s 99 5 3,5 
Nachher ... lll : 4 3.5 
rae + 12 —1 +o 


Berechnet man trotz des niedrigen respiratorischen Quotienten 
den O,-Verbrauch auf Verbrennung von Kohlenhydrat, so ergibt sich 
fiir 10g Muskulatur (mit und ohne Insulinzusatz) 1,7 « 1,3364 mg 
= 2,27 mg. In diesen Grenzen halt sich das Zuckerdefizit bei B (mit 
Insulinzusatz), wihrend ohne Insulinzusatz eine starkere Zucker- 
ausschiittung stattgefunden hat. 


Zusammenfassung. 


Fassen wir das Ergebnis der Versuche an der Muskulatur hungern- 
der Meerschweinchen zusammen, so ergibt sich zunichst fiir den respira- 
torischen Quotienten folgende Zusammenstellung. 


Tabelle VIII. 





Insulin 


Obne Insulin in vivo , ee i 
N ; N . 
Ait Insulin in vivo Mit Insulin in vitro a ail Ga Ea, eter 


und in vitro 
Fiir 24stiindigen Hunger. 


Versuch 9A 0,42 Versuch 9B 0,53 
Versuch HHA 0,44 | Versuch 11B 0,45 


Fiir 48stiindigen Hunger. 
Versuch 10A 0,35 Versuch SA 0,67 Versuch 10B 0,57 | Versuch 8B 0,79 
Biochemische Zeitschrift Bend 158. 11 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 





Insulin 
in vivo und in vitro 


Obne Insulin in vivo 


uad in vitro Mit Insulin in vivo Mit Insulin in vitro 


Fiir 60stiindigen Hunger. 
Versuch 13A 0,96 Versuch 14A 0,41 Versuch 13B (mit Zu- Versuch 14B 0,36 


satz von Hetekochsaft) 
0,62 
Fiir 72stiindigen Hunger. 
Versuch 12A_ 0,53 Versuch 12B 0,69 

Aus dieser Tabelle VIII wird ersichtlich, daB im Hungerzustande, 
ganz gleichgiiltig, ob Insulin in vivo oder vitro verwandt wird, bis auf 
eine Ausnahme, der Respirationsquotient im Atmungsversuch am 
Muskelbrei Werte ergibt, die erheblich unter | liegen, was uns zu der 
Annahme berechtigt, daB ein Teil des Sauerstoffs nicht zur Veratmung 
von Kohlenhydrat bzw. Milchsiure benutzt wird, sondern zur Bildung 
sauerstoffgesattigterer Verbindungen (Kohlenhydraten) aus sauerstoff- 
ungesittigten (Fetten). Da® im besonderen das Insulin den respiratori- 
schen Quotienten herunterdriickt, wie wir es in unserer Mitteilung fiir 
die Hungerleber fanden, kénnen wir hier fiir die Muskulatur nicht finden. 

Hinsichtlich der GréBe des O,-Verbrauchs, berechnet auf 1g 
Eiwei8 der Muskulatur (Dauer des Atmungsversuchs 50 Minuten bei 
40°C unter Durchliiftung) kénnen wir folgende Zusammenstellung 
machen: Die Gaswerte reduziert auf 0° und 760mm Hg. 





Tabelle IX. 





Ohne Insulin in vivo 


: ae ae : eee Insulin 
anit tn line Mit Insulin in vivo | Mit Insulin in vitro ins Wate nl te Stine 
ccm com ccm ccm 


Fiir 24stiindigen Hunger. 


Versuch 9A _ 1,71 Versuch 9B 1,17 
Versuch LIA 2,03 Versuch 11B 1,92 
Fiir 48stiindigen Hunger. 
Versuch OA 0,69 | Versuch 8A 0,81 Versuch 10B 0,57 | Versuch 8B 0,79 


Fiir 60stiindigen Hunger. 
Versuch 13A_ 1,95 Versuch 14A 1,42 Versuch 13C (mit Zus Versuch 14B_ 1,42 
satz von — 
28 


Fiir 72stiindigen Hunger. 
| Versuch 12A 2,78 | Versuch 12b 2,03 


Vergleichen wir die O,-Werte der Muskelatmung der zum Teil 
insulinisierten Hungertiere mit den Werten fiir die Muskelatmung 
der normal genihrten eventuell insulinisierten Tiere, so ergibt sich fiir 

den 24 stiindigen, den 60- und 70stiindigen Hunger eine Erhéhung. 
Es ist kein Zweifel, daB der O,-Verbrauch der Muskulatur im Hunger 
gesteigert wird und dag das Insulin hier keine weitere Steiqerung der 
O,-Atmung hervorruft, so wenig wie ein solcher Nachweis an der normalen 
insulinisierten Muskulatur zu fiihren war. 
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(DaB eine solche Erhéhung des O,-Verbrauchs nicht dem Versucher 
entgehen kann, zeigen z. B. Versuch 4, wo Muskelkochsaft den O,- 
Verbrauch auf 2,54 cem gegeniiber der Kontrolle mit 1,60 cem steigert 
und Versuch 13 B, wo Zusatz von Hefekochsaft den Atmungswert auf 
2,28 cem gegeniiber 1,95 cem steigert.) 

Vergleicht man unsere Erfahrungen mit denen, die wir an der 
Leber hinsichtlich der O,-Atmung und ihrer Beeinflussung im Hunger 
durch Insulin gemacht haben, so miissen wir allerdings von vornherein 
bemerken, dab wir die Leberatmung hauptsichlich im 24stiindigen 
Hunger untersucht haben und nur einmal im 72stiindigen Hunger, 
daB wir aber auch dort nicht eine allenthalben auffindbare Steigerung 
des O,-Wertes fanden ; wir kamen fiir den Zusatz in vitro zu dem SchluB, 
daB Insulinzusatz in einigen Fillen eine Erhéhung des O,-Wertes 
auslést, in anderen Fallen aber die Wirkung nicht zu steigern oder 
herabzudriicken vermag; dagegen stellten wir bei in vivo gespritzten 
Tieren eine Erhéhung des O,-VYerbrauchs fest. Einen gleichen Schlup 
kénnen wir fiir die Muskulatur nicht ziehen. 

Wenden wir uns jetzt den intermediiren Vorgingen in der 
Muskulatur (Glucose, Milchsiiure, anorganische H,PO,) in ihrer Be- 
ziehung zur Atmung zu: Da (bis auf Versuch 14 A) der respiratorische 
Quotient wesentlich unter 1 liegt, so ist es unberechtigt, den O,- 
Wert fiir die Berechnung verbrannten Kohlenhydrats zugrunde zu 
legen, wie es in den Diskussionen zu den einzelnen Versuchen ge- 
schehen ist, vielmehr ergibt sich die Notwendigkeit, aus den Kohlen- 
siurewerten den Wert fiir verbranntes Kohlenhydrat zu .berechnen, 
Diesen Wert setzen wir dann in Relation zu etwaiger gebildeter 
bzw. verschwundener Milchsaiure, wie wir es oben bei der Beurteilung 
der normalen Muskulatur getan haben. 

Wir finden bei der Beurteilung der gesamten Tabelle X iiberall 
nur negative Milchsaurewerte, demnach nicht ejnen Quotienten von 
verbranntem Kohlenhydrat zu Glykolyse, sondern zur Glykogenese, 
d. h. Verhaltnisse, wie wir sie auch bei der Muskulatur normal ernahrter 
Tiere unter dem Einflu8 des Insulins gefunden haben. Der Quotient 
halt sich in den Grenzen von | : 3,0 bis 1 : 6, wobei die héchsten Werte 
allerdings auf die Versuche treffen, in denen Insulin in vitro zugefiigt 
wurde (Versuch 11B, 9B, 10B, 8B), obwohl sich auch Ausnahmen 
finden (s. Versuch 14C). Wir diirfen also schlieBen, dap Hunger wie 
Insulin eine Anderung in den intermedidren Kohlenhydratumsatz- 
verhdltnissen eintreten lassen, indem beide eine Glykogenese bewirken: 
wahrend aber im Hunger bei der Muskulatur eine Anderung im Modus 
der Veratmung eintritt, indem der respiratorische Quotient sinkt auf 
Werte, die nur so ausgedeutet werden, daB ein Umbau sauerstoff- 
ungesittigter Kérper (Fette) zu sauerstoffgesattigteren (Kohlenhydraten) 





3° 
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Tabelle X. 
$ | §s I ul 
$5135 AusderCOer — Gerindete | g 
| ’ ju * . uds 
m BE | By csimeten vere MNES OF | en 
2 2 |, Stmetes verschwundene | 1/II 
bg 3 Sis bee Milekcnare | Milchsaure (—) 
Stdn. ccm mg mg 
11A Insulin in vivo ... 24 0,775 1,0 — 03 1:03 
11B Insulin in vivo und 
I ee i 24 =~ «0,74 10 — 46 1:46 
9A Insulin in vivo ... 24 = 0,61 0.8 — 34 1:43 
9B Insulin in vivo und 
oe Oe si ce 6 4 SS 240,531 0,7 — 39 1:56 
10A Ohne Insulin .... 48 | 0,69 09 — 22 1:24 
10B Mit Insulin in vitro . 48 | 0,65 09 — 53 1:6 
8A Insulin in vivo ... 48 0,83 1,1 — 22 1:2 
8B Insulin in vivo und 
in vitro. ...... | 48 | 0,975 13 — 60 | 1:46 
13A Ohne Insulin .... 60 | 243 3,2 — 09 1:03 
13B Mit Hefekochsaft in 
eS 60 | 181 24 — 10,1 1:42 
14A Mit Insulin in vivo . 60 0,70 0.9 — | 1:11 
14B Mit Insulin in vivo 
und in vitro. .... 60 =: 0,63 08 — 05 1:06 
12A Mit Insulin in vivo , 72 | 1,71 2.3 — 36 1:15 
12B Mit Insulin in vivo 
und in vitro. .... 72 | 1,63 2.2 — 40 1:18 


eintritt, auBert sich die Insulinwirkung nur in der Anderung der _inter- 
mediaren Kohlenhydratumsitze im Sinne des Aufbaus iiber die Milch- 
siure hinaus und ohne, daB die Oxydationsgrébe der Atmung durch 
das Insulin beeinfluBt wird. Da wir in unserer achten Mitteilung ge- 
zeigt haben, daB Insulin den Charakter der Kinase einer Phosphatese 
triagt, so kann man das auch so ausdriicken, daB diese Phosphatese 
von Ingulin aktiviert wird, ohne daB die AtmungsgréBe des Protoplasmas 
dabei zu wachsen braucht; das gilt wenigstens sicher fiir die Muskulatur 
nach unseren Versuchen; fiir die Versuche an der Leber reichen die 
Versuche unserer siebenten Mitteilung zur Beantwortung der Frage 
nicht aus, da wir nur drei Versuche an 24-Stunden-Hungertieren, 
die mit 0,1 Proz. Glucose angestellt sind, als Vergleich zur Verfiigung 
haben und nicht langer gehende Hungerversuche (bis auf einen Versuch) 
angestellt haben. Immerhin seien sie der Vollstandigkeit wegen noch 
einmal angefiigt, wobei bemerkt werden mu, daB in diesen an- 
gezogenen Versuchen der Gehalt der Leber an Glykogen bzw. an 
Zwischenzucker ein hoher gewesen sein muB, da die Zuckerausschiittung 
im Versuch 7 + 340mg Glucose, im Versuch8 + 70mg Glucose, 
im Versuch 9 + 40 mg, im Versuch 10 + 70 bis 80 mg Glucose 


betragt. 
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Tabelle XI. 


Versuche an Leberbrei von Meerschweinchen (VII. Mitteilung). 





$/§ é I ul 
ee - 
3% ZF | Produktion bey, Gebildete 
Nr. - x MH % | rechnetes, ver: — —* (+) — 
so | *& atmetes P awh 
G2 2 | Kohlenhydrat Yerschwundene 
2 © § | bew. Milchsaure aie 
Stdn, ccm mg mg 


7 (2 Stunden vor dem 
Tode insulinisiert) . 24 2,24 3.0 +19 1:6 


(Glykolyse) 
O2 “Vers Aus d. Og-Ver- 
Y brauch brauch errechnet 
8A Ohne Insulin... 24 3.0 4.0 + 0 1:0 
OQ +Ver-s Aus d. Oo+Vers 
brauch brauch errechnet 





8B Mit Insulin in vitro 24 3,82 5,1 + 6 1:12 
(Glykolyse) 
9A (2 Stunden vor dem 
Tode insulinisiert . 24 2.2 2.9 + 0 | 1:0 
9B Mit Insulinzusatz 
PE, he pe 24 15 20 + 3 1:15 
(Glykolyse) 
10A Ohne Insulin... 72 1,52 2.0 + 26 1:13 
10B Mit Insulin in vitro 72 2.07 27 + 42 1: 15.6 ° 


Aus diesen Versuchen ist jedenfalls das eine ersichtlich, dab die 
Leber, solange sie noch ausschiittbares Material besitzt, eine positive 
Glykolyse aufweist und erst dann zur Glykogenese tibergeht, wenn sie 
durch Glykogenmangel (Hunger) dazu gezwungen wird bzw. wenn sie 
stark insulinisiert wird oder aber, wenn das Angebot an Zucker sehr 
groB wird. In dieser Hinsicht sei der Versuch 16 (unserer siebenten 
Mitteiiung) angefiihrt, bei der die Ringerlésung statt 0,1 Proz. Glucose 
0.5 Proz. Glucose enthielt. 

Das Meerschweinchen hatte 24 Stunden gehungert, der Leberbrei 
atmetete 50 Minuten bei 40°C. Zu einer Probe wurde Insulin zugefiigt. 
Ohne Insulin: 

CO,-Produktion = 1,75 ccm, entspricht = 2,3 mg Kohlenhydrat. 
Mit Insulin in vitro: 
C O,-Produktion = 2,06 cem, entspricht = 2,8 mg Kohlenhydrat. 


Ohne Insulin werden 8 mg Milchséure produziert (Glykolyse), Quotient 
= 1:3,5, mit Insulinzusatz verschwinden 8 mg Milchsiiure (Glykogenese), 


Quotient = 1: 3,5. Im gleichen Sinne verschwinden ohne Insulin 25 mg 
Glucose aus dem Reduktionswert, mit Insulin erhéht sich der Reduktions- 


wert um 22 mg. 


Das Ergebnis dieser Versuche diirfen wir in Erweiterung unserer 
friiheren Versuche (erste bis siebente Mitteilung) folgendermaBen zusammen- 


fassen. 
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Aus den friiheren Ergebnissen, insbesondere aus dem Ergebnis 
der achten Mitteilung prdzisieren wir das Schema der Kohlenhydrat- 
verwertung im Tierkérper fiir Leber und Muskulatur folgendermapen: 


Glukose 
Glykolyse 
Milchséure + Phosphorséure + O,—Atmung 
Phosphatese : Kinase 
= Insulin 
d-Fructosediphosphorséure + C O, 
Phosphatase 
d-Fructose + Phosphorséure 


Glykogenese 





Polysaccharese Zwischenzucker (bei der Spaltung hauptsiéchlich 
linksdrehende Zucker ergebend) 
Glykogen 


Die glykogenhaltige Leber und Muskulatur eines normal gendhrten 
Tieres produzieren (glykolytisch) Milchsdure aus Glucose; sie veratmen 
O, unter Bildung eines bestimmten Verhdltnisses von veratmetem Kohlen- 
hydrat zu Milchsdiure ( Meyerhofscher Quotient). 

Insulin (in vitro oder in vivo) dndert das Verhdltnis von Atmung 
zur Milchsdure, indem der Milchsdurewert (d. h. die Glykolyse) sinkt 
oder Milchsdure sogar verschwindet, ein ProzeB der Glykogenese, der 
iiber die Milchstiure mit Hilfe der Phosphorsture zundchst zur Bildung 
von d-Fructosediphosphorsdure fiihrt. Dabei dndert Insulin als 
Kinase der Phosphatase den Atmungswert nicht. Die Bildung 
der d-Fructosediphosphorsdiure, was wir als obligaten Vorgang ansehen, 
ist keine stabile, sondern diese wird wieder durch eine Phosphatase in 
d-Fructose zerlegt, aus der durch eine Polysaccharese der Aufbau zum 
Glykogen hin erfolgt. Die d-Fructosediphosphorsdure kann 
weder in der Leber noch in der Muskulatur als wesentliche 
Quelle der Milchsdurebildung angesprochen werden. 

Im Hunger vergréfert sich bei Leber und Muskulatur der Atmungs- 
wert, gleichzeitig iiberwiegt die Glykogenese die Glykolyse. Aus dem 
niedrigen respiratorischen Quotienten, den die Hungerorgane aufweisen, 
ist die Annahme der Bildung von Kohlenhydraten aus Fett erlaubt. Der 
Weg fiihrt allem Anschein nach auch iiber die Milchsdure. 























Uber den aus normalem Menschenharn durch Behandlung mit 
p-Dimethylaminobenzaldehyd rein darste!lbaren roten Farbstoff. 


Von 
Georg Scheff. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der k. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 10. Marz 1925.) 


Es ist bereits seit lingerer Zeit bekannt, daB manche Harne, die 
die Ehrlichsche rote Aldehydreaktion, zimmerwarm untersucht, nicht 
geben, sich schén rot farben, wenn man sie erwirmt und nun mit dem 
Reagens versetzt. Seit den Untersuchungen von Hdri') steht es fest, 
daB der rote Farbstoff, den man in der Wiarme erhilt, verschieden ist 
von demjenigen, der in manchen pathologischen Harnen bereits bei 
Zimmertemperatur entsteht. Auch ist es Hari gelungen, ersteren aus 
jedem normalen Harn kristallisiert rein darzustellen, und an diesem 
reinen Praparat Schmelzpunkt, Léslichkeitsverhaltnisse in organischen 
Solventien, Lichtextinktion der alkoholischen Lésung festzustellen; 
hingegen war es bei der geringen Ausbeute (2 bis 6 mg pro Liter Harn) 
bisher nicht méglich, den Far»stoff in solchen Mengen darzustellen, die 
zu einer eingehenden Strukturanalyse nétig sind. Vor einiger Zeit wurde 
Hari von einem Fachkollegen darauf aufmerksam gemacht, dab gewisse 
Verunreinigungen des Ammoniaks, das bei der Darstellung des Farb- 
stoffs verwendet wird, mit dem Ehrlichschen Dimethylaminobenz- 
aldehyd ebenfalls einen roten kristallisierbaren Kérper bilden, daher 
der von Hari dargestellte Farbstoff wohl ein Kondensationsprodukt 
des Aldehyds ist, doch méglicherweise mit irgend einem Bestandteil 
des zugesetzten Ammoniaks und nicht mit einem normalen Harn- 
bestandteil. 

Um diesbeziiglich Klarheit zu erlangen, sollte ein Verfahren aus- 
gearbeitet werden, das auBer dem Aldehyd nichts mit dem von Hari 
empfohlenen Verfahren gemein hat; denn, wenn man denselben Kérper 
auch auf diesem anderen Wege erhalten kann, so ist unwiderlegbar 





1) Paul Hari, diese Zeitschr. 117, 41, 1921. 
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erwiesen, dab es sich wirklich um ein Kondensationsprodukt mit einem 
normalen Harnbestandteil handelt. 


Urspriingliches Verfahren. 

Nach der urspriinglichen Vorschrift wird der auf!) ; bis */,) Volumen 
eingedickte Harn portionsweise mit so viel essigsaurem Blei (in 10- 
bis 20proz. Lésung) versetzt, bis im Filtrat einer herausgenommenen 
Probe auf Zusatz von Ammoniak eine stirkere Triibung (kein Nieder- 
schlag) entsteht. Nun wird die ganze Flissigkeit filtriert, das Filtrat 
bis nahe zum Sieden erhitzt, so lange mit dem Aldehydreagens versetzt, 
bis die Fliissigkeit, die sich bereits nach dem ersten Zusatz dunkel rot- 
braun farbt, nicht noch dunkler wird, sodann rasch abgekiihlt, portions- 
weise mit so viel Ammoniak versetzt, bis man in ihr mittels einer Lupe 
das Auftreten eines rostbraunen Niederschlages entstehen sieht. Nun 
laBt man einige Minuten lang absitzen, saugt auf einem Nutschen- 
filter ab, extrahiert den mit Wasser gewaschenen Niederschlag einfach 
durch UbergieBen mit Alkohol, versetzt den Auszug bis zur beginnenden 
Triibung mit Wasser und laBt stehen. In wenigen, bis 24 Stunden fallt 
der Farbstoff in haarbiischelférmig angeordneten mikroskopischen 
Kristallen aus. 

Neues Verfahren. 

Das von mir geiibte Verfahren besteht hingegen in folgendem. 
Der auf ein Dritteil eingedampfte Harn wird bei Zimmertemperatur 
mit so viel Tierkohle (Merck) geschiittelt, dab das erwirmte Filtrat 
einer kleinen Probe mit der Aldehydlésung sich nicht mehr rot farbt; 
man laBt 2 bis 3 Stunden lang stehen, filtriert durch ein mit Wasser 
befeuchtetes Filter, laBt ganz abtropfen, gieBbt etwa 5ccm Alkohol 
nach, um das restliche Wasser zu entfernen, schwemmt die Kohle in 
Alkohol auf, erhitzt am Wasserbade bis zum Sieden und filtriert. 
Diese Extraktion wird einigemal wiederholt, bis vom Alkoho! ungefahr 
so viel verbraucht wurde, als das urspriingliche Volumen des Harns 
betrug, dann dampft man die vereinigten Filtrate am Wasserbade bis 
zur Sirupkonsistenz ein, lést die braune Masse in wenig Alkohol, filtriert 
von ausgeschiedenen Harzen ab, erwirmt und versetzt mit so viel vom 
Aldehydreagens, bis die Lésung nicht mehr dunkler wird, und labt 
3, Stunden lang stehen. Man notiert das Volumen der verbrauchten 
Aldehydlésung. Vorausgehend bereitet man sich eine Lésung von 
Na,CO,, deren Konzentration so gewahlt ist, daB 1 Volumen des 

' Aldehydreagens durch genau 2 Volumina der alkalischen Lésung 
neutralisiert wird. Von der alkalischen Lésung l46t man nun 1 bis 
2 Tropfen weniger zum dunkel braunroten alkoholischen Extrakt 
hinzuflieBen, als laut Berechnung zur Neutralisation nétig ist, worauf 
man bemerken kann, daf$ die Farbe von dunkel Braunrot in dunkel 
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Weinrot umschlagt. Verdiinnt man diese Fliissigkeit bis zur beginnen- 
den Triibung mit destilliertem Wasser (ungefahr */, Volumen), so 
scheiden sich nach einiger Zeit Kristalle von denselben Eigenschaften 
aus, wie die von Hdri beschriebenen. 

Als besonders charakteristisch wird von Hari angegeben, daB die 
alkoholische Lésung durch einen Absorptionsstreifen mit dem Maximum 
bei 507 wu ausgezeichnet ist: in der Lésung der nach meinem Ver- 
fahren dargestellten Kristalle befindet sich das Maximum an der 
nimlichen Stelle. Nachdem in dem von mir oben geschilderten Ver- 
fahren weder essigsaures Blei, noch aber Ammoniak verwendet wird, 
sondern Alkohol, Tierkohle und Na,CQO,,.die mit dem Aldehydreagens 
auch in der Warme keine rote Farbenreaktion geben, ist es erwiesen, 
das der von Hari dargestellte kristallisierbare Farbstoff tatsdchlich ein 
Kondensationsprodukt des p-Dimethylaminobenzaidehyds mit einem 
normalen Harnbestandteil und nicht mit irgend einer Verunreiniqgung 
der verwendeten Reagenzien ist. 

Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung von Prof. 
P. Hari ausgefiihrt. 














Quantitative Bestimmung des aus normalem Menschenharn 
durch Behandlung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd erzeugten 
roten Farbstoffes in der 24stiindigen Harnmenge. 


Von 


Georg Scheff. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der k. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 10. Marz 1925.) 


Da der von Hari') aus jedem normalen Harne durch Behandlung 
mit dem Fhrlichschen Reagens (p-Dimethylaminobenzaldehyd in salz- 
saurer Lésung) in der Warme darstellbare Farbstoff, ein Konden- 
sationsprodukt zwischen dem Aldehyd und einem normalen Harn- 
bestandteil, seiner Struktur nach zurzeit noch unbekannt ist, kénnte 
es als verfriiht erscheinen, feststellen zu wollen, wieviel Farbstoff aus 
der 24stiindigen Harnmenge dargestellt werden kann. 

Da jedoch die Darstellung einer gréBeren Menge des Farbstoffs, 
die es erst erméglichen wird, iiber seine Struktur, namentlich aber 
iiber die Natur der betreffenden Harnkomponente naheres zu erfahren, 
in unserem Institut zurzeit bereits im Gange ist, hat es sich als zweck- 
maBig erwiesen, unterdessen schon eine quantitative Methode auszu- 
arbeiten, mittels deren etwaige Zusammenhiange zwischen Menge und 
Art der aufgenommenen Nahrung oder anderen Lebensumstanden 
einerseits, und der Ausbeute am roten Kondensationsprodukt anderer- 
seits aufgedeckt werden kénnten. 

Die Isolierung des Farbstoffs in kristallisiertem Zustand, wie sie 
seinerzeit von Hari oder in der vorangehenden Mitteilung von mir*) 
angegeben wurde, ist viel zu verlustreich, um hierauf eine gravimetrische 
Methode zu basieren. Man kann aber zum Ziele kommen, wenn man 
den roten Farbstoff in einem geringen Anteil der 24stiindigen Harn- 


1) Paul Hari, diese Zeitschr. 117, 41, 1921. 
2) Georg Scheff, 158, 167, 1925. 
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menge entstehen la8t und in dieser Fliissigkeit den Farbstoff, ohne 
ihn zu isolieren, spektrophotometrisch bestimmt. 

Um auf diese Weise richtige Ergebnisse zu erlangen, muB man 
auf folgende Umstiande bedacht sein. Da die Ausbeute an rotem Farb- 
stoff je nach der Konzentration der Salzsiure im verwendeten Reagens, 
je nach der Temperatur, bei der die Reaktion erfolgt, und auch je nach 
dem Grade der Neutralisation verschieden sein kann, mu man, um 
vergleichbare Resultate zu erhalten, stets genau dieselben Versuchs- 
bedingungen einhalten. AuBerdem mu8 auch der Umstand beriick- 
sichtigt werden, daB jeder Harn, wenn er mit starker Salzsaure allein, 
also ohne Aldehyd, erwarmt wird, eine dunklere Farbe annimmt, 
daher in gewissen Spektralgebieten das Licht stiarker absorbiert. 

Endlich hat es sich gezeigt, daB der Farbenton des roten Konden- 
sationsprodukts, wenn es in der oben beschriebenen Weise in der 
wisserigen Lésung entsteht, auch mit bloBem Auge betrachtet, ver- 
haltnismaBig rasch abblaBt; hingegen viel bestandiger ist und sich 
wahrend der Dauer der spektrophotometrischen Priifung nicht nach- 
weislich verindert, wenn sich der ganze Vorgang in einem alkoholischen 
Medium abspielt. Allen diesen Umstanden wurde durch Einhaltung 
folgender Vorschrift Rechnung getragen: Es werden zwei Eprouvetten 
mit je 3ccm Harn beschickt, gleich tief in ein siedendes Wasserbad 
versenkt, nach einer Minute, die zur Erwirmung der Fliissigkeit und 
der dariiber befindlichen Luft geniigt, mit je einem Korkstopfen ver- 
schlossen. Am Ende der fiinften Minute wird die eine Probe (a) sofort 
mit 0.5cem des Aldehydreagens (2proz. Lésung von p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd in einer genau 25proz. Salzsiure), die andere (b) 
mit 0,5cem reiner Salzsiure von genau derselben Konzentration ver- 
setzt. Eine Minute spater, also am Ende der sechsten Minute, werden 
beide Proben aus dem Wasserbade gehoben, je nachdem a mehr oder 
weniger dunkel geworden ist, mit dem 7- bis 2,5fachen Volumen Alkohol 
aus einer Biirette versetzt, umgeschwenkt, unter einem Wasserstrahl 
auf etwa 20 bis 30°C abgekiihlt und aus einer anderen Birette mit 
genau 1 ccm einer Lésung von Na,CQO, versetzt. Die Konzentration 
dieser Lésung ist so gewahit, daB durch 1,05 ccm derselben 0,5 ccm 
der salzsauren Aldehydlésung neutralisiert werden; hat man also, 
wie vorgeschrieben, 1 cem hinzugefiigt, so behalt der Harn eine Spur 
seiner sauren Reaktion, was unbedingt nétig ist, da durch einen Alkali- 
iiberschuB der rote Farbstoff unwiderbringlich zerstért wiirde. Nun 
mischt man durch Umschwenken, halt aber dabei, um einen Verlust 
infolge des Aufschiumens der Fliissigkeit hintanzuhalten, die Eprouvette 
verschlossen und kann die blaBrote, véllig klare Fliissigkeit sofort der 
spektrophotometrischen Priifung unterziehen, meistens ohne weiter ver- 
diinnen zu miissen. Die geringe Fliissigkeitsmenge, mit der man beim Ein- 
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halten der obigen Vorschrift arbeitet, reicht meistens nicht hin, um mit 
ihr die Beobachtungsréhren des modifizierten Kénigschen Apparates 
(mit der groBen Beleuchtungsvorrichtung) zu fiillen, wohl aber fiir 
den kleinen Trog, der den Schulzschen Kérper enthalt. Ich bediente 
mich bei meinen Untersuchungen des von Hdri') seinerzeit justierten 
und kalibrierten alten Kénigschen Spektrophotometers. 

Da der spezifische Extinktionskoeffizient der alkoholischen Lésung 
des rein dargestellten Farbstoffs von Hdri an zahlreichen Stellen des 
sichtbaren Spektrums festgestellt wurde, steht es einem eigentlich frei, 
die spektrophotometrische Ablesung an welcher immer der genannten 
Spektralstellen vorzunehmen, und wiirde man vorerst annehmen, dai 
die Stelle der maximalen Absorption, das ist die Stelle 507 wu, die 
geeignetste sei. Tatsichlich ist es aber das in Griin gelegene Spektral- 
gebiet, in dem unser Auge die maximale Empfindlichkeit fiir minimale 
Unterschiede in der Lichtintensitaét zweier Gesichtsfeldhalften aufweist, 
was schon Hiifner veranlaBt hatte, seine klassischen Bestimmungen 
an den Blutfarbstoffen in diesem Gebiet vorzunehmen. Als solches 
wahlte ich die Stelle 532,2 uu, richtiger das durch den Okularspalt 
begrenzte, zwischen 535.9 und 528.4 wu gelegene Spektralgebiet; was 
eigens hervorgehoben werden mu, da meine Beobachtungen nicht 
bei homogenen, sondern bei gemischtem Lichte ausgefiihrt wurden. 
Den Ablesungen im Harne laBt man solche am Lésungsmittel an der- 
selben Spektralstelle folgen, wobei unter Lésungsmittel in diesem Falle 
ein Gemisch zu verstehen ist, das aus Wasser, Aldehydreagens, Alkohol 
und kohlensaurem Natrium in genau demselben Verhiltnis besteht 
wie die Harnprobe. Betrigt der am Harne abgelesene Winkel £, der 
am Lésungsmittel abgelesene Winkel a, so ist am alten Kénigschen 
Apparat der Extinktionskoeffizient ¢, 


&, = log tg? a — log tg? B. 





In diesem Werte ¢, ist aber auch die Lichtextinktion des Farbstoffs 
enthalten, der im Harne unter der Einwirkung der starken Salzsiure 
auch ohne Mitwirkung des Aldehyds entsteht. Um diese Lichtabsorption 
zahlenmabig bewerten zu kénnen, muB eben die zweite Probe mit 
Salzsiure, ohne Aldehydreagens, aufgestellt werden. Sie wird sonst 
genau so wie die mit Aldehyd versetzte behandelt, spektrophotometrisch 
gepriift und der an ihr erhobene Wert e, von e, abgezogen. An diesem 
Werte e, — e, muB aber noch eine Korrektion angebracht werden fiir 
die Volumveranderung, die die 3 ccm des Harnes bei den Verdiinnungen 
mit 0,5cem des Aldehydreagens, mit ,,a“* cem Alkohol und mit | cem 
der kohlensauren Alkalilésung erfahren hat. Da 3ccm des Harnes 





1) P. Hari, diese Zeitschr. 82, 229, 1917. 
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auf 3 + 0,5 + a + leem verdiinnt wurden, betrigt der Extinktions- 
koeffizient des unverdiinnten Harnes nicht e, — ¢,, sondern 
(3 + 0,5 + a+ 1) 
3 
Aus dem so richtig gestellten Extinktionskoeffizienten kann der 
Farbstoffgehalt des Harnes berechnet werden, wenn das Absorptions- 
verhaltnis A (Vierordt) des Farbstoffs an der betreffenden Spektral- 
stelle bekannt ist. Dieses laBt sich aber ohne weiteres auf Grund der 
von Hari ermittelten spezifischen Extinktionskoeffizienten ermitteln. 
Bekanntlich ist 


(€, + &). 


. c 
c =e.A, und hieraus A = 
é 





wo mit c der in Grammen ausgedriickte Farbstoffgehalt von | ccm 
der Farbstoffléisung gemeint ist, daher ¢ gleich ist dem hundertsten 
Teil der prozentischen Konzentration. Der von Hari fiir die Spektral- 
stelle 532,2 wu ermittelte spezifische Extinktionskoeffizient, d. h. der 
Extinktionskoeffizient einer 0,1 proz. Lésung des Farbstoffs, hat den 
Wert 63,8; daher 

0,1 


A= — = 0,00001567. 
100 . 63,8 


Im Besitz des Wertes A = 0,00001567 laBt sich aus dem Extink- 
tionskoeffizienten des Harnes zuniachst seine Farbstoffkonzentration c 
(im oben definierten Sinne) 

(3 + 05-+a-+ 1) 


c= ; + (&; — &) . 0,00001567 


und hieraus die prozentuale Konzentration gleich 


100° — on D) (¢, — &9) .0,00001567 
ermitteln. : 

Nachstehend seien in Tabelle | beispielsweise die Daten zweier 
spektrophotometrischer Bestimmungen angefiihrt. Aus den Daten 
von Harn I ist zu ersehen, daf die Stelle der maximalen Lichtabsorption 
in dem nach meiner Vorschrift behandelten Harne annahernd genau 
an derselben Spektralstelle (bei 508 uu) gelegen ist, wie nach Hari 
in der alkoholischen Lésung des rein dargestellten Farbstoffs (bei 
507 wu). An Harn II wurde die spektrophotometrische Ablesung blob an 
der Spektralstelle 532.2 wu ausgefiihrt, die ich spiiter in jedem Harne 
verwendete. An dieser Stelle wurde auch die Ablesung an einer zweiten 
Probe desselben Harnes ausgefiihrt, die mit Salzsiure allein, ohne 
Aldehydzusatz, erwirmt wurde. Der an der Salzsiureprobe ermittelte, 
vom Hauptwert. abzuziehende Extinktionskoeffizient betragt etwa 
25 Proz. des Hauptwertes. 
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Tabelle I. 





Extinktionskoeffizienten 





Spektralstelle Harn | Harn Il 
mit Aldehydreagens mit Aldebydreagens mit HC! allein 

uu erwarmt erwarmt erwarmt 
535,1 0.770 — — 
532,2 - 0,782 0,202 
527.3 0.935 — — 
21,3 1,058 _- — 
514.6 1,111 -- -- 
508.0 1,185 --- — 
504.8 1,172 -= = 
501.6 1,147 a — 
495.3 1,052 = ae 
489.2 0,940 _— pas 


In einer etwa 1 Monat dauernden Selbstversuchsreihe, wahrend 
welcher Zeit viermal je ein Tag, einmal eine ganze Woche ausfiel, habe 
ich in je einer Probe des taglich gesammelten Harnes nach der oben 
beschriebenen Methode die Konzentration des mit dem Fhrlichschen 
Aldehydreagens darstellbaren roten Farbstoffs bestimmt. Die Daten 
dieser Versuche sind in nachstehender Tabelle II zusammengestellt. Im 
vorletzten Stabe derselben ist die Menge des Farbstoffs verzeichnet, 
die aus der 24stiindigen Harnmenge und der Konzentration am Farb- 
stoff berechnet wurde. 

Da der Harn tiaglich vom Morgen des betreffenden Versuchstages 
bis zum riichsten Morgen gesammelt wurde, enthalt er stets auch den 
Nachtharn, und in diesem offenbar den gréBten Teil der Zersetzungs- 
produkte, die aus der am Abend genossenen Nahrung entstanden sind. 
In dieser zunachst bloB orientierenden Versuchsreihe wurde das Gewicht 
der je eine Mahlzeit bildenden Fleisch- oder anderen Speisen nicht be- 
stimmt, sondern in den Versuchsprotokollen blo®B vermerkt, ob z. B. 
am betreffenden Tage Fleisch tiberhaupt, oder wenig, oder viel Fleisch 
genossen wurde; desgleichen auch, wenn am betreffenden Tage eine 
spezielle Diat befolgt wurde. Die hierauf beziiglichen Daten sind ab- 
gekiirzt im letzten Stabe der Tabelle enthalten. Aus Tabelle II ist zu 
ersehen, dab ; 

1. bei gemischter Nahrung, die maBige Mengen von Fleisch ent- 
hielt, aus dem Harne von 24 Stunden etwa 45 bis 60 mg Farbstoff 
dargestellt werden kénnen; 

2. nach GenuB von viel Fleisch weit mehr, etwa 75 bis 90 mg; 





3. nach einer Zugabe von viel Topfen (Quark) bis zu 70 mg; 


4. bei fleischloser Ernihrung weit weniger, etwa 35 mg. 
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Tabelle IT. 
Konzen: Gesamt- 
Datum PR a | tration des menge des Tagsiiber eingefiihrt nebst Suppe, 
1924 arnmenge | Farbstotfes Farbstoftes Gemiuse und Brot 
= cm Proz. g 


20. LIT. 1370 0,0066 0,091 2 Fleischspeisen + 50g Wurst 
21. IIL. 870 0,0071 0,062 2 ‘ 

22, ITT. 860 0,0061 0,052 1 a + 30g Wurst 
23. IIT. 745 0,007 1 0,053 ? 

24. IIT. 940 0,0082 0.078 4 Fleischspeisen 


25. ILI. 1035 0,0033 0,035 Dyspepsie: Rindssuppe und | Ei; kein Gemiise, 
kein Fleisch 





27. IL. 960 0,0062 0,060 1 Fleischspeise + 30g Wurst 
28. ILI. 825 0,0043 0,036 300g Brot + 530y Butter + 600g Kartoffel 
29. ITI. 1065 0.0032 0.035 (kein Fleisch!) 


30. ITT. 870 0,0033 0,029 | 
31. 111. 880 0.0065 0.057 | 

1. IV. 1080 0.0053 0,058 2 Fleischspeisen 

2. 1V. 990 0.0058 0.058 

3. IV. 895 0.0057 0.051 
10. TV. 1140 0,0067 0,077 
LL. TV. 1130 0,0047 0,055 
12. IV. 820 0,0054 0,045 
14. LV. 790 0.0057 0.046 
16. IV. 1360 0.0034 0,047 
17. IV. 1370 0,0050 0.070 
18, IV. 1050 0.0050 0,054 


300g Hollander-Kase, viel Brot (kein Fleisch!) 





° (weit gréBere Rationen als sonst) 


+ 250g Quark (Topfen) 
a 250g mt " 


NwNMN he tN te ot 


Es ist daher mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dab 
der normale Harnbestandteil, der mit dem Ehrlichschen Aldehydreagens 
in der Warme das rote Kondensations produkt liefert, ein Eiweipabkimmling 
ist und namentlich aus Fleisch in gréBeren Mengen abgespalten wird. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung von Prof. 
P. Hari ausgefiihrt. 














Zur Methodik der chemischen Blutanalyse. 


Von 
Marianne Richter-Quittner. 


Aus dem chemischen Laboratorium des serotherapeutischen Instituts 
in Wien.) 


(Eingegangen am 11. Marz 1925.) 


Erst seit verhaltnismaBig kurzer Zeit besitzen wir eine genaue 
Kenntnis der chemischen Zusammensetzung des Blutes. Die Er- 
forschung des Chemismus des Blutes unter physiologischen und patho- 
logischen Verhaltnissen ist das Resultat jahrelanger miihevoller Forscher- 
arbeit von seiten der Biologen, Chemiker und Kliniker. In dieser Hinsicht 
sind wir den deutschen und amerikanischen Untersuchern zu grofBem 
Danke verpflichtet, welche uns auBerordentlich wertvolle Data in die 
Hand gaben (Hoeber, Loeb, Folin, Wu, Schade, van Slyke, Bechhold, 
v. Koranyi, Benedict u. a. m.). 

Zweck nachstehender Versuche ist es, zu zeigen, daB eine chemische 
Blutuntersuchung nur dann Aussicht auf Erfolg hat, wenn sie von 
chemischen und biologischen Gesichtspunkten aus richtig ist. 


I, Methodik. 
Die Blutabnahme und die Gewinnung von Plasma und Serum. 

Um brauchbare Vergleichswerte zu erhalten, ist es notwendig, das 
Blut friih niichtern zu entnehmen. Die Versuchstiere l4Bt man am 
besten 24 Stunden vor jeder Blutabnahme hungern. Beim Menschen 
wurde das Blut unter leichter Stauung aus der Cubitalvene entnommen. 
Geniigea einige Kubikzentimeter, so ist arterialisiertes Kapillarblut 
aus der Fingerbeere vorziiglich geeignet. Beim Kaninchen erfolgte die 
Blutabnahme entweder aus dem Ohre (bis zu 30 ccm) oder ohne Narkose 
aus der Carotis. 

Zwecks Ungerinnbarmachung des Blutes eignet sich fiir viele 
Untersuchungen ausschlieBlich das Hirudin, welches wir nach dem 
Verfahren von Heykraft aus Blutegeln darstellen. Gewdéhnlich geniigen 
30 bis 50mg Hirudin, um 100 ccm Blut ungerinnbar zu machen. Unserer 
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Ansicht nach ist das Hirudin unentbehrlich fiir die Bestimmung des 
Calciums (Plasma und Ultrafiltrat). Die tibrigen Mineralanalysen 
kénnen auch im Serum ausgefiihrt werden, doch ziehen wir das Hirudin- 
plasma dem Serum vor. 

Der Calciumgehalt des Hirudinplasmas ist ausnahmslos etwas 
héher als der des dazugehérigen Serums, wie folgende Beispiele zeigen 





sollen: 
: Ca im Plasma Ca im Serum 
Saahanung mg-Proz. mg-Proz. 
Kaninchen ..... 10,2 94 
OS eee er 98 9.0 
0 Leer 9.6 9.0 
$ Gesunder Mensch . . 9,6 9.0 
Diabetes mell.. . . . 9,2 8.9 





Diese Differenzen sind, wie ersichtlich, auBerordentlich klein und 
kénnten praktisch vernachlassigt werden. Da aber bis heute keine 





‘ Mitteilungen vorliegen, ob nicht unter experimentellen und pathologischen 
7 Bedingungen der Calciumgehalt des Serums wesentlich von dem des 
; Plasmas abweicht, mub die Forderung erhoben werden, fiir Blutkalk- 
y bestimmungen ausschlieBlich das Hirudinplasma zu verwenden. Aus 
' denselben Griinden ist das Hirudinplasma dem Serum vorzuziehen, 
4 wenn es sich darum handelt, Mineralanalysen in UTtrafiltraten aus- 
: zufiihren. 
‘ Fiir die Bestimmung des Blutzuckers muB nach den Untersuchungen 

mabgebender Autoren (Ambard, Blum, Etienne und Vérain, Folin, 
‘ Schmid, Wu u. a.m.) das Blut mit Natriumfluorid ungerinnbar gemacht 
, werden, um die Blutkérperchen zu hamolysieren und gleichzeitig die 

Glykolyse zu hemmen. 

Verwendete Wagen. 
In der analytischen Chemie sind heute drei verschiedene Typen 

. von Wagen in Gebrauch; die feine Analysenwage (deutsches Fabrikat), 
. die Kuhlmannsche Mikrowage und die aperiodischen Wagen von Longue 
. in Paris. Es gibt aperiodische Wagen mit Ol und solche mit Luftdimpfung. 

Neben den aperiodischen Makrowagen, mit welchen man auf vier 
t Dezimalen von Gramm ‘genau wagen kann, werden seit kurzem in | 
' Paris aperiodische Mikrowagen gebaut. Die aperiodische Mikrowage 
, wurde auf Wunsch von Bertrand, Nicleoux, Mestrezat und Javillier 

vom Ing. Longue konstruiert, welcher sich hierbei auf die Arbeiten von 
> Mme. Curie und Collot stiitzte. Das Prinzip dieser Wagen ist folgendes: 
. Bei den aperiodischen Wagen mit Luftdimpfung wird die Dampfung 

der Schwingungen dadurch erreicht, daB die Luft mit Hilfe einer Glocke 
. aus Aluminium, welche unter jeder Wagschale angebracht ist, kom- 
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primiert wird. Das Gleichgewicht der Wage wird durch folgende 
Gleichung ausgedriickt : 
t E 
ang « = —, 
8 ad 


wobei a den Winkel der Inklination des Wagebalkens, p das Uber- 
gewicht auf eine der Schalen, / den Abstand der mittleren Schneiden 
von den auBeren Schneiden, a das Gewicht der Wagschale und d den 
Abstand des Unterstiitzungspunktes vom Schwerpunkt bedeutet. Das 
Ubergewicht ist also der Tangente der Deviation proportional. Daher 
gibt die Stellung der Mikrometerskala in Verbindung mit dem Faden 
des Fadenkreuzes mittels einer einfachen Ablesung die Deviation, 
d. h. die GréBe des Ubergewichts an. Mit Hilfe einer einzigen Ablesung 
ist es méglich, die Milligramme bis auf drei Dezimalen genau abzulesen. 
Es ist einleuchtend, daB diese Wagen, mit welchen man eine Wagung 
(makro- oder mikroanalytisch) in wenigen Sekunden ausfiihren kann, 
unseren deutschen Wagen iiberlegen sind. Ich hatte in Strabburg 
Gelegenheit, mit diesen Wagen zu arbeiten, und kann sie warmstens 





empfehlen. 

Zum Filtrieren von Niederschldgen, welche dann gewogen werden, 
verwenden wir die Pregl-Filterréhrchen. Das Roéhrchen wird auf eine 
Saugflasche montiert, mit Asbest gefiillt und mit Schwefelchromsaure, 
Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und bei 110° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

Diese Filterréhrchen leisteten uns fiir die Bestimmung des Natriums, 
Kaliums, Magnesiums, Phosphors und Cholesterins ausgezeichnete 


Dienste. 


EnteiweiBungsmethoden. 

Zwecks vollstindiger Entfernung der EiweiBkérper stehen uns 
drei prinzipiell verschiedene Methoden zur Verfiigung, welche auch 
vom biologischen Standpunkt aus nicht gleichwertig sind: 

1. die Veraschung, 
2. die Fallung der Eiwei8kérper, 
3. die Ultrafiltration. 





Die Veraschungsmethoden kénnen nur dort angewendet werden, 
wenn es sich darum handelt, bei Mineralanalysen des Blutes die absoluten 
Werte zu ermitteln, ohrie Riicksichtnahme, in welcher Form die 
Mineralien vorhanden sind. So kann ich die Veraschung auf nassem 
Wege mit Salpetersiure fiir die Bestimmung des Chlors, mit Salpeter- 
siure und Schwefelsiure fiir die Bestimmung des Gesamtphosphors 
bestens empfehlen, wahrend sich die Veraschung auf trockenem Wege 
ohne jeglichen Zusatz fiir die Bestimmung von Natrium, Kalium, 
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Calcium und Magnesium eignet. Fiir die Bestimmung der Alkalien 
und Erdalkalien sind Platingerate unerlaBlich. 

Die Fdllungsmittel fiir EiweiBkorper sind auBerordentlich zahlreich. 
Fiir die Bestimmung des Blutzuckers eignet sich die Fallung mit Queck- 
silbersalzen und Natriumwolframat nach der Vorschrift von Folin und 
Wu. Fir die Bestimmung des Reststickstoffs ist neben der Ultra- 
filtration 10proz. Trichloressigsiure sehr geeignet. Eiweibfillungs- 
mittel, welche Harnstoff adsorbieren, wie z. B. die Schwermetalle und 
Schwermetallsalze, kénnen naturgemaB nicht verwendet werden. 

Ein weites Anwendungsgebiet findet die Ultrafiltrationsmethode in 
der Blutanalytik. Mit Hilfe der Ultrafiltration ist es nicht nur méglich, 
die Eiweibkérper von ihrem Suspensionsmittel quantitativ zu trennen, 
sondern auch zu bestimmen, in welcher Form (d. h. ob echt gelést oder 
kolloidal gebunden) die einzelnen Substanzen im Blute kreisen. 





Gegenwartig sind drei verschiedene Ultrafiltrationsapparate in 
Gebrauch: der Apparat von Bechhold, der von Zsigmondy und der von 
Giemsa. Nur der letztgenannte ist nach unseren Erfahrungen fiir Blut- 
analysen geeignet. Der Apparat von Giemsa hat naimlich gegeniiber 
den anderen Ultrafiltrationsapparaten den Vorteil, daB man das Plasma 
nicht verdiinnen muB und mit kleinen Mengen (10 bis 15cem) das 
Auslaugen erreichen kann. Auch ist dieser Apparat viel einfacher und 
daher billiger als alle iibrigen Ultrafiltrationsapparate. Der Apparat 
besteht aus einer Saugflasche, die einen doppelt durchbohrten Gummi- 
stopsel tragt. Durch die eine Bohrung wird ein kapillares Glasrohr 
gefiihrt, das in ein Reagenzglas hininreicht. Dieses Reagenzglas von 
20 ccm Fassungsraum dient dazu, das Ultrafiltrat aufzufangen. Die 
andere Offnung des rechtwinklig gebogenen Glasrohrs trigt einen 
kleinen Gummistépsel, an welchem das Ultrafiltrationsréhrchen be- 
festigt wird. Dieses taucht man in das zu ultrafiltrierende Plasma ein. 
Die zweite Bohrung des Gummistépsels trigt ein kapillares Glasrohr 
mit Glashahn, an welchem eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen 
wird. Das Ansatzrohr der Saugflasche wird mit einem Glasrohr ver- 
bunden, das in ein Schalchen mit Quecksilber eintaucht und als Mano- 
meter dient. Um jede Verdunstung wahrend der Ultrafiltration, welche 
gewohnlich mehrere Stunden Zeit in Anspruch nimmt, zu vermeiden, 
wird das Plasma mit Paraffin iiberschichtet und einige Kubikzentimeter 
Wasser in die Saugflasche gegeben. Die Ultrafilter werden aus Eisessig- 
kollodium hergestellt. Man stiilpt die Papierhiilse iber den siebartig 
durchlochten Porzellanzylinder und taucht das Réhrchen in eine Lésung 
von Kollodium in Eisessig ein und hartet die Filter mehrere Tage in 
Wasser. Vor Gebrauch werden die Filter auf EiweiBundurchlassigkeit 
mit einer | proz. Lésung von Hamoglobin und einer 5proz. Lésung von 
Pepton gepriift. Die Ultrafiltrate diirfen weder mit Trichloressigsaure 





12° 
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noch mit Sulfosalicylsaure eine EiweiBreaktion geben. Die eigentliche 
Ultrafiltration wird folgendermaBen ausgefiihrt : 

10 bis 30 ccm Hirudinplasma werden in einen MefBzylinder hinein 
gemessen (genaue Messung mittels Pipette) und mit Paraffinél iiber- 
schichtet. Man ultrafiltriert bei einem Quecksilberdruck von etwa 
150 mm so lange, bis etwa die Halfte des Plasma ultrafiltriert ist. Die 
Ultrafiltration von 5cem nimmt gewodhnlich 1 bis 2 Stunden Zeit in 
Anspruch. Das Ultrafiltrat wird nun wieder méglichst genau gemessen, 
und die Bestimmungen werden im urspriinglichen Plasma, im Ultra- 
filtrat und im Ultrafiltrationsriickstand ausgefiihrt. Auf diese Weise 
hat man die beste Kontrolle dafiir, daB die Ultrafiltration und die 
Analysen richtig ausgefiihrt wurden. In Ubereinstimmung mit Hirth 
und T'schiember konnte ich zeigen, daB die einzelnen Portionen des 
Ultrafiltrats identische Werte geben. 

Ich gebe hier einige Beispiele an: 


Calciumbestimmung im Menschenplasma. 





Plasma Ultrafilter 1 Ultrafilter2 Ultrafilter3 Riickstand 





Co. SURE. oo 6s 5 9,6 48 4,9 48 16,6 
Menge, cem , 25 5 5 5 10 

oS ee 10 5 49 4.9 16,5 
es OU ce ee 25 5 5 5 9,8 
Um, Merwem. wa ws 9.6 47 47 49 16,0 
Menge, com ..... > 26 5 5 5 1] 

Natriumbestimmungen im menschlichen Serum. 

ee, SOON, 4 + so 340 340 340 345 346 
Menge, ccm... . , 30 5 6 s 11 
Wa, Werwes. . i. se 336 340 340 335 340 
Menge, ccm...... 15 2 2 2 7 


Der Ultrafiltrationsmethode kommt also in der Blutanalytik eine 
doppelte Bedeutung zu: 

1. als EnteiweiBungsmittel, vor allem fiir die Bestimmung der 
Harnsaure ; 

2. zur Ermittlung des physikalischen Zustands der im Blute vor- 
handenen Substanzen. 

Wir konnten mit Hilfe der Ultrafiltrationsmethode zeigen, dab 
normalerweise der ganze im Blute kreisende Zucker frei gelést ist, 

ferner die Natron-, Kalisalze und die Chloride, wihrend ein Teil des 

Blutkalks und des Magnesiums kolloidal gebunden ist. Unter patho- 
logischen Verhaltnissen kann das physikalische Verhalten der Plasma- 
salze weitgehend geaindert sein. Auf diese Befunde werden wir an 
anderer Stelle ausfiihrlich eingehen. Ebenso ist es méglich, wie ich 
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. bereits mitgeteilt habe, auf experimentellem Wege das Verhaltnis von 
freiem zu gebundenem Calcium zu beeinflussen. 

Die Bestimmung der Konzentration erfolgt mit Hilfe der Trocken- 
riickstandbestimmung in 1 cem Plasma oder Serum in der gleichen 
Weise, wie ich sie in friiheren Arbeiten angegeben habe. 


} 
Die Bestimmung des Blutzuckers. 

Fiir die Bestimmung des Blutzuckers scheint mir die Mikromethode 

von Fontés Thivolle am besten geeignet zu sein. 

, Da diese Methode bei uns nur wenig bekannt ist, méchte ich sie 
hier in Kiirze mitteilen. 
' Das Prinzip dieser Methode, welche es gestattet, Zuckermengen 
von 0,01 bis 1 mg zu bestimmen, ist das Folgende: 


Wenn man zu einem Niederschlag von Cu, O (in feiner Suspension) 
eine farblose, stark saure Lésung von MoO, hinzufiigt, so lost sich der 
Kupferniederschlag auf, wahrend sich gleichzeitig ein intensiv blau 
gefarbtes Suboxyd des Molybdins bildet. Fiigt man nun Kalium- 
permanganat hinzu, so wird das blaue Suboxyd wieder zu farblosen 
MoO, oxydiert. Die Anzahl Kubikzentimeter Kaliumpermanganat, 
welche zur vollstandigen Entfirbung notwendig sind, entsprechen den 
Zuckermengen. 

EnteiweiBung nach Folin und Wu mit Phosphorwolframsaure. 
2cem des Filtrats werden im Zentrifugenglas mit den Fehlingschen 
Lésungen im Wasserbad genau 6 Minuten gekocht und nach dem Er- 
kalten zentrifugiert. Der Kupferniederschlag wird im Phosphor- 
molybdanreagens aufgelést und mit Kaliumpermanganat auf farblos 
titriert. 

Diese Methode ist einfach und zuverlaBlich und gibt die gleichen 
Werte wie die Methode von Bertrand. 





Die Bestimmung der Harnsdure. 

Den gebriuchlichen Harnsiurebestimmungsmethoden haften, wie 
schon Harpuder, Mond, Griessbach u. a.m. gezeigt haben, zwei Fehler- 
quellen an, die die so erhaltenen Werte illusorisch machen. 

1. Binden alle EnteiweiBungsmittel Harrsiure in betrichtlicher 
Menge. 

2. Ist die Silberfallung der Harnsiure nicht quantitativ. 

Die erste Fehlerquelle \aBt sich, wie ich schon vor Jabren gezeigt 
habe, durch Ultrafiltration in schwach aikalischer Lésung beheben. 
Hier leistet der Apparat von Giemsa ausgezeichnete Dienste, der es 
erméglicht, Ultrafiltrationen vom Serum auszufiihren, ohne das Serum 


vorher zu verdiinnen. 
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Auch erweist es sich fiir den weiteren Gang der Analyse als sehr 
vorteilhaft, daBi jeder stérende Zusatz von Saure oder Salzen ver- 
mieden wird. 

Der Harnsiuregehalt des Plasmas und des Serums ist identisch. 
Der Harnsauregehalt des entsprechenden Ultrafiltrats ist immer héher, 
wie aus nachfolgenden Beispielen hervorgeht: 





mg-Proz. Harnsaure im 





Bezeichnung — 
Plama Serum Ultrafiltrat 


Gesunder Mensch. ....... 3,0 3,0 3,8 
Gesunder Mensch ........ 28 2.6 3,7 
Chronische Nephritis, Hypertonie 42 ome 68 
Chronische Glomerulonephritis . . 5,2 - 7,6 
Lymphatische Leukimie ... . 7,0 6,8 9,0 


Bei der Bestimmung der Harnsaure im Plasma oder Serum wurden 
die Eiwei8k6rper mit Natriumwolframat nach Folin und Wu gefillt. 
An Stelle der Silberfallung der Harnsiure, welche niemals quantitativ 
ist, verwenden wir die Methode von Benedict, welche Victor Caryl Myers 
in seinem Buche angibt. Fiir die Auswertung der Harnsaure ist nach 
Ansicht maBgebender Autoren ausschlieBlich die kolorimetrische Methode 
geeignet. 

Die Bestimmung von Calcium und Magnesium. 

Fiir die Bestimmung des Calciums und Magnesiums ist ausschlieBlich 
das Hirudinplasma geeignet. 

Die Mikromethode von de Waard liefert nach eigenen Erfahrungen 
sowie Untersuchungen der Klinik Blum in Strabburgi. E. unzuver- 
lissige Werte. Hingegen hat sich uns die Methode von Jansen in der 
Modifikation von Hirth fiir die Bestimmung des Calciums sehr bewiahrt. 
Da diese Methode wenig bekannt ist, will ich sie hier in Kiirze angeben. 

5eem Hirudinplasma werden in einer Platinschale im Wasserbad 
zur Trockne eingedampft und dann verascht. Die Asche wird am 
Wasserbad in 2ccm 4 proz. Salzsiure gelést und mit doppeltdestilliertem 
Wasser in ein 50-com-Becherglas aus Jenenser Glas iibergespiilt und 
auf ein Volumen von 15cem gebracht. Man setzt 4 Tropfen Eisen- 
chloridlésung und | Tropfen Bromwasser zu und kocht auf. Nach dem 
Erkalten setzt man 1 Tropfen Phenolphthalein zu. Man setzt tropfen- 
weise Ammoniak bis zur schwach alkalischen Reaktion, dann Essig- 
siure bis zur sauren Reaktion und noch einen Uberschu8 von 5 Tropfen 
zu. Man kocht auf und filtriert durch ein kleines, mit Salzsiure und 
Wasser sorgfiltig gewaschenes Filterchen in eine kleine Glasschale. 
Der Niederschlag wird mit 10 cem Wasser, dem man 3 Tropfen Essig- 
siiure und 3 Tropfen Ammoniak zugesetzt hat, ausgewaschen. Das 
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Filtrat wird auf dem Wasserbad auf ein Volumen von 4 ccm eingedampft. 
Man setzt 1 cem saure Oxalsiurelésung und 2 ccm gesattigte Ammon- 
oxalatlésung zu und belaBt eine halbe Stunde auf dem Wasserbad. 
Nach dem Erkalten macht man mit Ammoniak gerade alkalisch und 
laBt 4 bis 5 Stunden absetzen. Das ausgefallte Calciumoxalat wird 
abfiltriert und mit heiBer verdinnter Ammonoxalatlésung gewaschen. 
Im Filtrat kann das Magnesium bestimmt werden, Das Calciumoxalat 
wird mitsamt dem Filter in einen kleinen Platintiegel verascht und 
stark gegliiht. Nach dem Erkalten wird das gebildete Calciumoxyd 
in 2cem n 40 HCl im Wasserbad aufgelést. Man spiilt in einen Quarz- 
tiegel iiber und titriert mit Methylrot als Indikator mit n 100 NaOH 
das nicht verbrauchte HCl zuriick. 





Das Filtrat von Calciumoxalat inklusive Waschwasser wird in einer 
Platinschale im Wasserbad bis zur Staubtrockenheit eingedampft, 
verascht und der Riickstand in verdiinnter Salzsaure gelést und filtriert. 
Das Filtrat wird bei neutraler Reaktion (Phenolphthalein) im Glas- 
schalchen im Wasserbad auf 4 ccm eingedampft und mit 1 cem | proz. 
Ammonphosphatlésung und 2cem konzentrierten Ammoniaks versetzt. 
Man laBt 12 bis 14 Stunden absetzen, filtriert und wascht mit 2,5 Proz. 
Ammoniak aus. Der Niederschlag wird in 2,5 cem gleicher Teile ver- 
diinnter Salpetersiure und verdiinnter Schwefelsiure aufgelést und 
mit heiBem Wasser nachgewaschen. Man bringt das Volumen auf 
7,5cem und fallt in der Hitze mit 7.5 cem Molybdanreagens (Ammon- 
molybdat in konzentrierter Salpetersiure). Man laBt mehrere Stunden 
unter 6fterem Umschwenken im Dunkeln stehen. Man filtriert durch 
ein gewogenes Preglfilter, wascht mit Ammonnitrat, Alkohol, Aceton 
und Ather aus und trocknet bis zur Gewichtskonstanz. 

Diese Methode liefert sowohl fiir das Calcium als auch fiir das 
Magnesium sehr gute Werte. Die von uns gefundenen Zahlen sind 
9,6 mg-Proz. Calcium und 2,5 mg-Proz. Magnesium als Normalwerte 
fiir den gesunden erwachsenen Menschen. Werte iiber 10 und unter 
% mg-Proz. fiir das Calcium sind als pathologisch zu bezeichnen. Eine 
Abweichung von der Norm im Sinne einer Verminderung findet sich 
viel haufiger als im Sinne einer Vermehrung. 


Die Bestimmung von Kalium und Natrium. 


Da es uns bisher nicht gelungen ist, mit den in der Literatur an- 
gegebenen Mikromethoden brauchbare Werte fiir das Kalium zu er- 
halten, bestimmen wir das Kalium nach der altbewaihrten Methode 
von Schoesing und Wense als Perchlorat. Diese Methode ist zuverlissig, 
hat aber den groBen Nachteil, daB fiir eine einzige Bestimmung 15 bis, 
20 cem Organfliissigkeit erforderlich sind. Aus diesem Grunde kénnen 
bis jetzt manche interessante Fragen der Biochemie keiner Lésung 
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zugefiihrt werden, und es ware daher zu begriiben, wenn eine verlaBliche 
Mikromethode geschaffen wiirde. 

Die Blutkérperchen enthalten weit mehr Kalium als das sie um- 
gebende Plasma. Es ist daher notwendig, die Blutkérperchen vom 
Plasma durch Zentrifugieren sofort zu trennen, da sonst nicht un- 
betrachtliche Mengen von Kalisalzen aus den Blutkérperchen in das 
Plasma diffundieren und man im Plasma zu hohe Werte erhilt. 

Der Kaliumgehalt des Plasmas und des Serums ist identisch, die 
Kalisalze befinden sich unter normalen Verhiltnissen vollkommen frei 
gelést. Ich gebe hier einige Beispiele an. 





mg Kalium in 100 ccm 
Bezeichnung 


Plasma Serum Ultrafiltrat Ruckstand 
Gesunder Mensch. . 25.6 25.0 25,2 26.0 
Hypertonie..... — 24.6 25,0 25,0 
Diabetes mell. . . . — 24.0 24.6 25,0 
Nephritis...... — 24.56 24.9 25,2 
Kaninchen ..... 26,2 — -- — 
eee ae — 24.6 24.5 24.0 





Fiir die Bestimmung des Natriums kann ich die gravimetrische 
Methode als Natriumpyroantimonat am meisten empfehlen. 
Die Methode gestaltet sich kurz wie folgt: 
2cem Hirudinplasma oder Serum werden in der Platinschale im 
Wasserbad zur Trockne eingedampft und dann vorsichtig verascht, 
indem man die Platinschale in eine Quarzschale stellt. Die Asche wird 
sechsmal mit destilliertem Wasser, dem man einige Tropfen Salzsaure 
zusetzt, ausgelaugt und schlieBlich das Filter mit den Aschenriick- 
stinden stark gegliiht. Die Asche wird mit verdiinnter Salzsiure am 
Wasserbad gelést, mit den Filtraten vereinigt und in einem Becher- 
glischen auf ein Volumen von 15ccm gebracht. Man scheidet unter 
Zusatz von Eisenchlorid die Phosphate ab, wie bei der Bestimmung 
des Calciums angegeben wurde, und dampft das Filtrat auf 2 ccm ein. 
Man macht mit einigen Tropfen KOH gerade alkalisch, setzt unter 
bestandigem Umriihren 10 ccm des Kaliumpyroantimonatreagens und 
2cem 95proz. Alkohols zu. Man laéBt 1 Stunde absetzen und filtriert 
durch ein gewogenes Preglréhrchen, wascht mit 10 cem 30 proz. Alkohols 
aus und trocknet bis zur Gewichtskonstanz bei 110°. Gewicht des 
Niederschlags dividiert durch 11,08 gibt das Natrium in Milligrammen. 
Diese Methode wurde in neuester Zeit von Miiller und Balint in 
der Weise, modifiziert, daB sie zwar wie ich das Natrium als Natrium- 
pyroantimonat fallen, aber den Niederschlag nicht wagen, sondern das 
Antimon maBanalytisch bestimmen. Das Prinzip dieser Methode ist 
ausgezeichnet, doch erscheint mir die gravimetrische Methode technisch 
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handlicher zu sein. Unbedingt notwendig ist es, das organische Material 
vor der Fallung des Natriums durch Veraschung zu entfernen, wahrend 
die Fallung der Phosphate nach Ansicht vieler Autoren unterbleiben 
kann. Die EiweiBkérper mittels Ultrafiltration zu entfernen, ist deshalb 
nicht méglich, da es sich vor kurzem herausgestellt hat, dab zwar 
normalerweise alles Natrium ultrafiltrabel ist, hingegen unter patho- 
logischen Verhaltnissen ein Teil der Natronsalze kolloidal gebunden 
sein kann. 
Die Bestimmung des Chlors. 

Zwecks Entfernung der Eiweibkérper fiir die Bestimmung der 
Chloride ist nur die Veraschung auf nassem Wege mittels Salpetersaure 
geeignet. Vor kurzem hat van Slyke die bekannte Methode von 
v. Koranyi in der Weise modifiziert, daB er an Stelle einer wiasserigen 
Silbernitratlésung eine salpetersaure Silbernitratlésung verwendet. 
Beide Methoden geben identische Werte. 


Die Bestimmung der Kohlensdure. 
Zur Bestimmung der Kohlensaure und der Bicarbonatkonzentration 
wurde die Alkalireserve im Apparat von van Slyke ermittelt. 





Il. Befunde. 
Mineraluntersuchungen im Plasma. 

Unter Beriicksichtigung aller Kautelen, die ich hier angegeben 
habe, habe ich im Laufe der letzten 2 Jahre eine groBbe Zahl von 
chemischen Blutanalysen beim gesunden und kranken Menschen und 
bei verschiedenen Tieren (Kaninchen, Katze, Hund, Pferd, Rind, Kalb, 
Schwein) durchgefiihrt. Ich gebe einige Beispiele meiner Unter- 
suchungen, die ich zum Teil im chemischen Laboratorium der medizi- 
nischen Klinik Blum in StraBburg i. E. ausgefiihrt habe, in Tabelle I 
und II wieder. Es ergibt sich, da$S der Mineralgehalt von Mensch und 
Tier unter physiologischen Verhaltnissen auBerordentlich konstant ist. 
Wir finden normalerweise 330 bis 350 mg-Proz. Natrium, 25 mg-Proz. 
Kalium, 9,2 bis 9.8mg-Proz. Calcium, 2,5 mg-Proz. Magnesium, 
350 mgq-Proz. Chlor bei einem Wassergehalt von 90 g-Proz. Das Kaninchen- 
blut (im ganzen wurden bisher 48 Kaninchen genau untersucht) unter- 
scheidet sich vom Menschenblut dadurch, daB das Calcium etwas héher 
eingestellt ist und die Alkalireserve bedeutend niedriger. Wahrend wir 
beim gesunden Menschen fiir die Alkalireserve Werte von 55 bis 56 cem 
CO, finden, fanden wir beim Kaninchen blob 43 bis 45 2em CQ,,. 

Unter patholégischen Verhaltnissen kénnen Abweichungen von 
der Norm nach oben und unten beobachtet werden. Auf diese Befunde 
werden wir an anderer Stelle ausfiihrlich eingehen. 
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Normalerweise ist alles Natrium, Kalium und Chlor ultrafiltrabel, 
wahrend nur etwa 54 Proz. der Calciumsalze das Ultrafilter passieren. 
Auch die Magnesiumsalze sind nur zum Teil ultrafiltrabel. Es erscheint 
uns interessant und wichtig, daB sowohl unter experimentellen Be- 
dingungen als auch unter pathologischen Verhaltnissen das physikalische 
Verhalten der Plasmasalze groBe Abweichungen von der Norm zeigt, 
Bei manchen Krankheiten kann das freie Calcium relativ vermehrt, 
bei anderen wieder vermindert sein. Auch gibt es Erkrankungen, bei 
denen nicht das ganze im Plasma vorhandene Natrium ultrafiltrabel ist. 

Die hier mitgeteilten Versuche bestatigen die bekannte Tatsache, 
daB der Gehalt des Blutes an Elektrolyten und Nichtelektrolyten unter 
physivlogischen Verhialtnissen auBerordentlich konstant ist. Dab es 
mégtich ist, die normale Isotonie des Blutes und der Gewebssiifte auf 
experimentellem Wege zu stéren, wurde im Laufe der letzten Jahre 
von verschiedener Seite gezeigt (Loeb, Hoeber, Spiro, Blum, Zondek, 
Stransky u. a. m.). 

Ich gebe hier einige Beispiele meiner eigenen Untersuchungen an: 

1. Perorale und intravenése Zufuhr von Calciumsalzen bewirkt ein 
Ansteigen des Calciums und ein Absinken des Natriums nicht nur im 
Plasma, sondern auch in allen daraufhin untersuchten serésen Kérper- 





fliissigkeiten. ; 
Kaninchenplasma: 

, Nach Calcium: 

Vorher zutuhr 
Wasser. g-Proz. .. . 91,58 92.8 
Asche, g-Proz.. ... 1098 | 1,156 
Natrium,. mg-Proz. . 342.8 309 
Kalium, mg-Proz. . . 26,07 19.29 
Calcium, mg-Proz. . . 9,16 14,26 
Magnesium, mg-Proz. 2,5 1,34 


2. Zufuhr von Natronsalzen bewirkt ein Ansteigen des Natriums 
und ein Ahsinken des Kaliums und Calciums im Plasma. 





Nach Zufuhr 





Vorher | “wea NeCi 
OO. a ee 42.5 35.0 
Natrium, mg-Proz. . 340 360 
Kalium, mg-Proz. . . 25,0 19,7 
Calcium, mg-Proz. . . 11,2 8.9 


3. Zufuhr von Magnesium bewirkt ein Ansteigen des Magnesiums 
und ein Absinken des Calciums im Plasma. 





Wesies Nach Zufubr 


von MgCl 
Ca im Plasma, mg-Proz. 11,6 8.54 
Caim Ultrafiltr. . 5.6 7.2 


Magnesium, a 2.4 4,0 








188 M. Richter- Quittner: 


Diese Transmineralisation des Blutes, die man auf experimentellem 
Wege herbeifiihren kann, scheint uns fiir die Pathologie und Therapie 
von Interesse zu sein. 


Mineralgehalt von Kaninchenorganen. 

In einer gro8en Versuchsreihe habe ich den Mineralgehalt ver- 
schiedener Kaninchenorgane (Niere, Leber, Muskel, Herz, Lunge) 
untersucht. Die von mir erhaltenen Zahlen sind nicht verlaBlich. da 
es mir nicht gelang, die Organe frei von Blut zur Analyse zu bekommen. 
Nur der Wassergehalt der Organe ergab ziemlich konstante Werte. 
(s. Tabelle IIT). Nur beim Muskel war es méglich, Werte zu bekommen. 
die nicht durch beigemengtes Blut entstellt sind. Ich gebe die von mir 
gefundenen Werte in Tabelle IV wieder. Die Tiere wurden durch Ent- 
bluten aus der Carotis getétet, die Muskeln mit einer Scheere zerkleinert 
und zuerst im Wasserbad, dann im Trockenschrank bei 110° bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Aus den Versuchen der Tabelle IV geht 
hervor, daB die Muskelasche 3 bis 4 Proz. Natrium, 24 bis 29 Proz. 
Kalium, 0,5 bis 0,6 Proz. Calcium und 0,9 bis 2 Proz. Magnesium enthalt. 


Tabelle 111. 


Bestimmung des Wassergehalts von Kaninchenorganen. 





g Wasser in 100g der frischen Substanz 


Bezeichnung 
Nieren Leber Muskel Herz Milz Lungen 


a : anon | 69,90 |. 74,58 
Kaninchen E..... 77.96 70.03 74.69 
76.49 
G..... | 7850 7118 7670 80,22 — | 7878 
76.72 
onan | oe 
Mo... . | 7] Oe | come | mem | ean 
, an ng | 73,92 | 75,40 
“ ae 77,54 73.60 75,60 
"9 C¢ —"— oR 
b..wis + 29 nae a 79.42 78.28 


~! 
= 
~~! 
u 





Blutzuckerbestimmungen. 

Es ist ohne weiteres einleuchtend, daB die Kenntnis der Verteilung 
des Zuckers auf Plasma und Blutkérperchen fiir die Technik der Blut- 
zuckerbestimmung von praktischer Bedeutung ist. Die Frage, ob und 
wieviel Zucker die Blutkérperchen von Mensch und Tier enthalten, 
wird in der deutschen Literatur noch viel diskutiert, wahrend die 

amerikanischen und franzésischen Autoren auf Grund vergleichender 
Untersuchungen des Zuckergehalts von Gesamtblut und Plasma die 
Ansicht vertreten, dal} sowohl beim yesunden wie beim kranken Menschen 
als auch beim Tiere der Zuckergehalt des Plasmas und der Blutkérperchen 


identisch ist. 








en 
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Tabelle 1V. 


Mineralgehalt des Kaninchenmuskels '). 





Datum _ Bezeich- Asche Na in Ca + Mg cl 
, 20 
1923/24 nung re. Oe ms mg my mg mg mg mg 
3. X1 Trocken- 6799 205.6 1567 won | xe 
wa . — . =" wate 37,$ 59,13 — 
substanz 6900 205.9 1567 37,96 9,1 


LD) 


frischen 74,58 1728 51,9 398.1) g¢4 4597 
| Substanz 74.69 1755 510 3980 “ a aig 


Kanin- 
chen 


Asche — _- 293 23,01 0577 0,88 — 
4.1. Trocken- — 7146-3204 «©1700 41,00 45,52 
2c substanz 7280 3106 1700 4140 | 45,06 
Ee! frischen 7649 1666 74,66 4000 973 1061 
2 | Substanz 76,70 1699 7236 4000 9,65 10,00 : 
i Asche —_|— 437 2410 656 0636 — 
14. 1. Trocken- 7069 2000 1709 3845 79,20 
2 | substanz ~ 6930 200.0 1700 38,52 78,26 
Ee! frischen 2.9 1678 4622 4000 90 (1854 —_ 
2 | Substanz ‘?" 1639 4632 4000 91 | 18,32 
: Asche —_|— 284 25,0 0542, 100 — 
5. I. Trocken- 6310 2048 1804 40.0 1240 2200 
z= | substanz ~~ 6377 2109 1800 400 1240 2200 
$e fricchen 7540 1583 50,20 441 980 30,38 53,89 
2 | Substanz 75,62 1600 51,67 441 980 30,38 53,89 
- Asche aa a 3,37 29,02 0644 1,996 3,39 
11, Trocken- __ 6206 214,58 1810 3947 1304 2300 
| substanz ~ 6212 215,92 1810 40,00 131,9 230,0 
frischen 77,26 1409 48,7 4109 2960 2960 522 


Kanin- 
chen LL 


| Substanz 7740 1407 49.0 4109 2994 2994 522 
Asche a i 348 2919 211 211 3.70 


Die Griinde fiir die Unstimmigkeiten der Analysen zahlreicher Au- 
toren wurden von Etienne und Verain, Schmid, Folin und Wu in einwand- 
freier und tiberzeugender Weise dargetan. Diese Autoren haben namlich 
den Beweis erbracht, daB eine Blutzuckerbestimmung vom biologischen 
Standpunkt aus nur dann richtig ist, wenn die Blutkérperchen voll- 
standig himolysiert sind. Eine vollstandige Himolyse bei gleichzeitiger 
Glykolyse erreicht man, wenn man das Blut mit Natriumfluorid un- 
gerinnhar macht. Ich verweise auf die Arbeiten der genannten Autoren 
und auf das von mir in friiheren Mitteilungen Gesagte und gebe hier 
nur zwei Beispiele an: gesunder Mensch: im Gesamtblut 94,6 mg-Proz., 
im Plasma 95,8 mg-Proz. Zucker: Diabetes mell.: im Gesamtblut 
306.4 mg-Proz., im Plasma 302 mg-Proz. Zucker. 





1) Diese Analysen wurden im chemischen Laboratorium der medizinischen 
Klinik Blum in StraBburg ausgefiihrt. 
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Aus unseren Ultrafiltrationsversuchen geht ferner hervor, dab der 
ganze im Blute kreisende Zucker frei geldst ist. Fiir die verbreitete An- 
nahme einer Zuckerbindung an EiweiB fehit daher jeder Anhaltspunkt. 
Ich gebe hier einige Beispiele unserer Untersuchungen an: 





mg Zucker im 
Bezeichnung 
Plasma Ultrafiltrat Rickstand 
SES Seer 105,6 106.2 105,2 
.. » rae a es oy See ek oe 102.4 103.6 104,2 
Normaler Mensch... ...... | 93,4 | 92.6 92.5 
Diabetes mellitus ........ | 244 244 244 


Zusammenfassung. 

1. Beschreibung der aperiodischen Analysenwagen von Longue. 

2. Beschreibung einiger Prizisionsmikromethoden fiir die Be- 
stimmung von Natrium, Calcium, Magnesium und Zucker. 

3. Die Mineralkonzentration des Menschen- und Tierplasmas ist 
normalerweise auBerordentlich konstant. 

4. Die Natron-, Kalisalze und Chloride, ebenso der Zucker sind 
unter physiologischen Verhiltnissen vollkommen ultrafiltrabel, wahrend 
nur ein Teil der Calcium- und Magnesiumsalze das Ultrafilter passieren. 

5. Es ist méglich, auf experimentellem Wege eine Transmineralisa- 
tion des Blutes herbeizufiihren. 

6. Die Mineralkonzentration des Kaninchenmuskels ist ebenfalls 
sehr konstant. 

7. Der Blutzucker ist vollkommen gleichmaBig auf Plasma und 
Blutkérperchen verteilt. 


Auf die Polemik des Herrn Professor Falta und seiner Mitarbeiter 
kann ich an dieser Stelle nicht eingehen, da diese Herren nichts Sach- 
liches gegen mich vorbringen. 
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Die Wirkung des Piperidins auf die Calciumdeposition. 
Von 
Stephan Ederer. 


(Aus der Kinderabteilung des Johns- Hopkins- Hospital und dem Hunterian 
Laboratory der Johns-Hopkins- Universitat. ) 


(Eingegangen am 12, Marz 1925.) 


Bei der experimentellen Rachitis der Ratte mit Lebertran wird 
der Heilproze von einer erhéhten Viskositat und erhéhtem Globulin- 
gehalt des Serums begleitet (1). Diese Erhéhung ist ein sehr friihes 
Zeichen der Heilung und beginnt mit dem Anfang der Kalkablagerung 
in den Knochen nachweisbar zu werden. Das verinderte physiko- 
chemische Verhalten des Serums, das mit einer Anderung in der Serum- 
proteinstruktur einhergeht, lauft parallel mit dem im hiesigen Labo- 
ratorium angewandten ,,line test’ von P.G. Shipley (mikroskopischer 
Nachweis der Kalkablagerung mit Silbernitrat). 

Es war fiir uns von Interesse zu beobachten, wie Substanzen, 
die in vitro viskositaterhéhend wirken, den rachitischen ProzeB und 
die Kalkdeposition in irgend einer Weise beeinflussen kénnen. Unter 
diesen Substanzen konnte als geeignetstes Mittel auf Grund theoretischer 
und praktischer Betrachtungen Piperidin (Hexahydropyridin) gewahlt 
werden. Es wirkt nach den Experimenten von P auli und Handovsky (2, 3) 
erheblich erhéhend auf die Viskositat und wird von EiweiB gebunden. 
Die pharmakologische Wirkung dieses Alkaloids besteht, in toxischen 
Dosen gegeben, in Blutdrucksteigerung (4), es wirkt lahmend auf die 
motorischen Endplatten (5), hat keine ausgesprochene Wirkung auf 
das zentrale Nervensystem, und hat aber nur in toxischen Dosen eine 
degenerierende Wirkung auf die roten Blutkérperchen, indem_ es 
Vacuolen verursacht. Diese kérnchenartige Degeneration der roten 
Blutzellen wurde von Giirber (6) nur nach subkutaner Injektion von 
toxischen Dosen nach der Entwicklung der Lihmung beobachtet. 

Es ist von Interesse, daB das Hamatoporphyrin, eigentlich auch eine 
Pyridinverbindung im Kerne, nach den Versuchen von van Leersum (7) 
die Entwicklung von Rachitis verhiitet und Deposition des Calciums 
verursacht. Ob diese Wirkung eine spezifische ist oder auf dem Wege 
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der Lichtsensibilisation sich entfaltet, wird in diesen Experimenten un- 
entschieden gelassen. 

Nun wird aber Piperidin per os in viel gréBeren Dosen vertragen 
als subkutan, ohne die kleinste toxische Wirkung bemerken zu lassen. 
So wurde piperidinum bitartaricum von T'uncliffe und Rosenheim (8) 
in Dosen von 1,2 g gegen Gicht empfohlen. 

In den nachstehenden Versuchen wurde das Piperidin den Ratten 
in das Futter vermischt gegeben. Die Ratten erhielten die rachitis- 
erzeugende Kost Nr. 3143 von Me Collum. 


Zusammensetzung von Futter Nr, 3143. 


PE. 26 a a ae oe ce ee 
ne aa sg x x oe “ae 
Weizengluten .... . 15,0 
ey. 5 « «*% a « = See 
Ea) Th sal. a a ae ae 1,0 
Oo) a ee 


Das Piperidin wurde mit Essigsiure neutralisiert und in einer 
Konzentration von 0,5 bis 1,5 Proz. mit dem fein pulverisierten Futter 
griindlich vermischt. Zum Versuch wurden junge Ratten benutzt, die 
teils nach der Entwicklung von Rachitis an Nr. 3143 das Piperidin 
erhielten, teils sofort mit Piperidin vermischtes Futter Nr. 3143 be- 
kommen haben. Es wurden insgesamt 28 Ratten untersucht. Es mub 
hervorgehoben werden, daB die Ratten das so praparierte Futter gut 
gefressen haben, waihrend des ganzen Experiments munter waren, von 
einer etwaigen toxischen Wirkung konnten nicht einmal andeutende 
Zeichen beobachtet werden. Wahrend in den Experimenten von 
van Leersum hervorgehoben wird, daf die Tiere die Himatoporphyrin- 
injektionen nicht gut vertragen haben. Der Heileffekt des Hungerns, 
der im hiesigen Laboratorium nachgewiesen wurde, kann auf Grund 
der obigen Beobachtungen auch nicht in Betracht kommen. 

Die Feststellung des Effekts auf den Knochen wurde auf die 
mikrochemische Methode von Shipley (,,line test‘) und auf histo- 
logische Untersuchungen gegriindet. 

Wegen Raumersparnis kénnen die Resultate dieser Fiitterungs- 
versuche kurz in dem folgenden geschildert werden. 

In einer Konzentration von. 0,5 Proz. Piperidin im Futter Nr. 3143 
konnte in vorher gesunden Ratten die Ausbildung des rachitischen 
Prozesses nicht beeinfluBt werden. Der ,,line test‘ war in allen Fallen 
negativ. 

In einer Konzentration von 1 Proz. nach 2 Wochen wurde in den 
rachitischen Rattengruppen in der Mehrzahl der Tiere eine aus- 
gesprochene Calcification und stark positiver ,,line test‘* gefunden; 
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in einem kleineren Teile war der ,,line test’ nur schwach positiv, was 
als beginnende Heilung gedeutet wird. Das Verhaltnis dieser Gruppen 
war 3:1. 

In einer Konzentration von 1,5 Proz. nach 4 Wochen Fiitterung 
konnten weder in den gesunden noch in den rachitischen Ratten Zeichen 
von Rachitis nachgewiesen werden. Die Deposition des Kalkes war 
ausgesprochen und gab stark positiven ,,line test’. 


Bei der histologischen Untersuchung erwies sich aber die Knochen- 
struktur nicht normal, sie zeigte alle charakteristischen Zeichen einer 
Osteoporose mit normaler Calcification, mit ausgebildeter praparativer 
Calcificationszone, keine rachitisghe Metaphyse, und das osteoide Gewebe 
war in physiologischen Grenzen entwickelt. In den Untersuchungen von 
McCollum, Simmonds, Shipley, Park (9) itiber experimentelle Rachitis 
entwickelte sich die Osteoporose immer, wenn die Dit defizient an Calcium 
und Phosphor war und auBerdem mit Lebertran ergiinzt wurde. Derselben 
Erscheinung begegneten Sherman und Papenheimer (10), wenn sie in ihrer 
rachitiserzeugenden Diit, bestehend aus 95 Proz. Patentmehl, 3 Proz. 
Calciumlactat, 2 Proz. NaCl, mit oder ohne Zusatz von Ferricitrat 0,1 Proz. 
das Kalksalz ausgelassen haben, so entstand immer Osteoporose. Hin- 
sichtlich dieser Tatsachen ist es von Interesse, daB in den bevorstehenden 
Untersuchungen die Osteoporose an der Diaét Nr. 3143 sich entwickelte, die 
defizient ist an Phosphor und an ,,A“-Faktor, und an Calcium zweimal 
die optimale Menge enthalt. Trotzdem also das Verhiltnis zwischen 
Calcium und Phosphor in der Nahrung stark verschoben war im Vergleich 
zu dem optimalen Verhaltnis, das zu einer normalen Ablagerung der 
Knochensubstanz notwendig ist, und trotz des Fehlens des antirachitischen 
Faktors konnte der Organismus unter dem EinfluB des verfiitterten Alkaloids 
die vorhandene minimale Menge Phosphor so ausnutzen, dab die Ablagerung 
normaler Knochensubstanz vor sich gehen konnte. DaB8 die Struktur des 
Knochens eine Osteoporose aufwies, bedeutet nur eine quantitative Ab- 
weichung der Ausnutzung der Mineralien der Nahrung, hinweisend darauf, 
da8 Piperidin an sich nicht so effektiv ist wie der fettléslich antirachitische 
Faktor im Lebertran. 





Zusammenfassung. 

Durch Fiitterung einer chemisch gut definierten Substanz wie 
Piperidin konnte die Ausbildung des rachitischen Prozesses verhindert 
werden. Piperidin férdert die Assimilation der zur Knochenbildung 
nétigen Mineralien und die Ablagerung der Knochensubstanz, bleibt 
aber in dieser Wirksamkeit der im Lebertran enthaltenen antirachitischen 
Substanz gegeniiber zuriick. Es kann die Vermutung ausgesprochen 
werden, daB diese Befunde als Ausgang einer Arbeitshypothese dienen 
kénnten, in welcher Richtung die Definition des antirachitischen 
Faktors zu suchen wire. 

Ich kann es nicht unterlassen, und es dient mir zum gréBten Ver- 
gniigen, meinen verbindlichsten Dank Herrn Dr. P.G. Shipley aus- 
zudriicken, der die Liebenswiirdigkeit gehabt hat, die histologischen 
Untersuchungen zu tibernehmen. 





13 * 
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Die Wirkung des fettliéslichen ,A*- und des wasserlislichen 
.B*-Faktors bei einseitiger Ernihrung. 


Von 
Stephan Ederer. 


(Aus der biochemischen Abteilung der ,,School of Hygiene’ der Johns- 
Hopkins- Universitat in Baltimore Md.) 


(Eingegangen am 12, Marz 1925.) 


Hungernde Tiere entwickeln keine Defizienzerscheinungen, die 
einer Avitaminose ahnlich waren. Solche pathologische Zustinde 
entstehen nur, wenn das Tier gefiittert wird und ein Fehlen der ein- 
zelnen Erginzungsfaktoren dazu kommt. Die Erginzungsfaktoren 
werden nur bei der Assimilation kérperfremder Ernahrungsstoffe 
benétigt. Hinsichtlich dieser Tatsache entsteht nun die Frage, in 
welchem MaBe und in welcher Weise die Erganzungsfaktoren die 
Assimilation der einzelnen Nahrungsstoffe, wie die der Kohlenhydrate, 
Proteine und Fette, férdern. 

In den nachstehenden Versuchen wurde die Annaherung dieser 
Frage in der Weise durchgefiihrt, dab verschiedene Rattengruppen 
einseitig ernihrt wurden und dabei die einzelnen Ernahrungsfaktoren 
fehlten. Da Ratten das ,,C‘-Vitamin in ihrem Nahrungshaushalt nicht 
benétigen, so konnte die Wirkung dieses Faktors in diesen Versuchen 
nicht erprobt werden. 

Bei der Ausfiihrung des Experiments wurden die Ratten in zwei 
Hauptgruppen geteilt. Die eine Gruppe erhielt nur ,,A‘*-Vitamin in 
Form von Butter oder Lebertran, die andere nur den ,,B‘-Faktor in 
ihrer Nahrung in Form vor Hefe. Binnen dieser Hauptgruppen waren 
vier Untergruppen von je vier Ratten. Gruppe a erhielt eine Nahrung, 
die hauptsichlich aus Kohlenhydraten bestand, Gruppe b eine haupt- 
sichlich aus Protein bestehetide Mischung, Gruppe c wurde: haupt- 
sichlich an Fett gehalten und Gruppe d, die als Kontrolle diente, 
erhielt eine normale Mischung aller drei Nahrungsstoffe. AuBer dem 
Hauptnahrungsstoff, der die Mischung charakterisierte, erhielten die 
Ratten ein Minimum von Eiweif von 5 Proz. Casein, von der Salz- 
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mischung Nr. 185') 3,7 Proz. und Agar-Agar 2 Proz. Hefe wurde in 
einer Menge von 2 Proz., Butter in 5 Proz. und Lebertran in 2 Proz. 
gegeben. Diese Mengen sind im hiesigen Laboratorium seit Jahren 
erprobt und werden zur Komplementierung der Nahrungsmischungen 
als Routine angewendet. 

Kontrollgruppen mit einseitiger Ernahrung und vollem Vitamin- 
gehalt wurden nicht aufgesiellt, weil erstens die Wirkung der bloBen 
einseitigen Ernahrung bekanit ist und das Hauptgewicht dieser Unter- 
suchungen nicht an dieser Frage lag, andererseits stellt uns der Vergleich 
der zwei defizienten Hauptgruppen miteinander einen geniigenden 
MaBstab zur Hand in der Beurteilung der Wirkung. 

Ratten ertragen eine einseitige Ernahrung ziemlich gut, wie es 
die Untersuchungen von Osborne und Mendel zeigen, die Ratten teils 
bei hochprozentiger Protein., teils bei fettreicher Diit hielten. Bei 
einem Gemisch von 90 Proz. Casein, 5 Proz. Gliadin, 5 Proz. Salz, 
0,2 Proz. Hefe und 0,4 Proz. Alfalta konnten die Versuche bis tiber 
240 Tage fortgefiihrt werden, die Ratten erreichten ein Gewicht von 
ungefahr 250g, und dann setzte die Entwicklung aus. Die Ratten 
von Drummond, Crowden, Hill, die mit 83 Proz. Casein, 5 Proz. Hefe- 
extrakt, 5 Proz. Citronensaft, 2 Proz. Lebertran und 5 Proz. Salz 
gefiittert wurden, bebhielten ihre Gesundheit vorziiglich und erreichten 
ein Gewicht von durchschnittlich 140 g am 130. Tage. Diese Resultate 
stehen im Gegensatz zu Asada, dessen Tiere an EiweiBkost und Mohrriiben 
nur 3 bis 4 Wochen lebten. In den Experimenten von Polvogt, Me Collum 
und Simmonds lebten die Ratten 500 Tage bei einer proteinreichen 
Diat (40 Proz.), zeigten aber am Ende des Experiments eine Dege- 
neration der Nieren 

Die Wirkung einer fettreichen Diait an sich wurde von Osborne 
und Mendel studiert, die Ratten an iiberwiegend aus Fett bestehender 
Diat hielten (65 bis 77 Proz. total Fett), komplementiert mit Lebertran, 
Salz und Hefe. Die Tiere konnten iiber 300 Tage bei dieser Diat gehalten 
werden, sie entwickelten sich nicht iiber 280g. Asada hatte Ratten 
bei einseitiger Fettnahrung und frischen Mohrriiben iiber 10 Wochen 
in guter Gesundheit erhalten. Die Ursache, dab Ratten einseitige 
Fettnahrung so iiberraschend gut vertragen kénnen, ist in der Eigen- 
tiimlichkeit des Stoffwechsels des Rattenorganismus zu suchen, dab 
; sich in diesen Tieren bei einseitiger Fettnahrung iiberhaupt keine Acidose 

entwickelt, wie es die Untersuchungen von Wiggelsworth nachgewiesen 
haben. 





1) Salzmischung Nr. 185 von McCollum besteht aus NaCl 0,175, 
MgSO, anhydr. 0,266, NaH,PO, 0,347, K,H PO, 0,954, Ca H,(PO,),H,0 
0,540, Fe-Citrat 0,118, Ca-Lactat 1,3. 
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Bei einseitiger und vitaminfreier Nahrung erhielt Asada die folgen- 
den Resultate: Bei EiweiSernaihrung war die Lebensdauer 2! Wochen, 
bei Fettnahrung 3 bis 4 Wochen, bei Starke 4 bis 5 Wochen, bei Zucker 
5 bis 6 Wochen, bei gemischter Nahrung 8 Wochen. Was die Folgen 
einseitiger Kohlenhydraternihrung bei vollstdndiger Vitaminfreiheit 
betrifft, so stimmen alle Beobachter darin iiberein, dab die avita- 
minésen Erscheinungen friiher auftreten und die Lebensdauer ver- 
kiirzt wird. 

Keine Experimente wurden bis jetzt unternommen, in welchen 
die Defizienz, bei einseitiger Nahrung, nur auf einen einzigen Erganzungs- 
faktor beschrankt wurde, um so den Effekt dieses Faktors zu bestimmen. 

Zu diesem Zweck wurden die bevorstehenden Versuche unter- 
nommen. Die Zusammensetzung der einzelnen Nahrungsmischungen 
ist aus den Tabellen ersichtlich. 

Gruppe 3 (und 8) wurde bei einer 90 proz. Proteinmischung gehalten. 
Gruppe 3 erhielt nur ,,B‘-Vitamin in Form von Hefe, Gruppe 8 nur 
..A‘“-Vitamin in Lebertran. Bei der mit Hefe komplementierten Diat 
lebten die Ratten linger, 5 bis 8 Wochen, ohne an Gewicht besonders 
zu verlieren. Die Xerophthalmie entwickelte sich in der vierten Woche. 
Ohne ,.B-Vitamin zeigen sie einen jidhen Sturz und gehen meistens 
binnen vier Wochen zugrunde (Tabelle 1). 





Tabelle I. 
Ratte Nr. 
Proz. 
l 2 3 + 
Gruppe 3. 
COMO. st se 89,3 Anfangsgewicht 62 63 58 51 
Salzgemisch , . . 3.7 1, Woche 54 57 48 44 
PO” Se 2,0 2. ‘ 57 63 51 2 
ee  « boa k aus 2.0 3. os 64 62** 53 38** 
4. ° 66** 57 48** 37 
= 75 * 50 39 
gk 71 * 39 
7. = 63 ° 
8. i 52* 
Gruppe 8. 
ae oe 89,3 Anfangsgewicht 48 45 59 58 
Salzgemisch . . . 3,7 1. Woche 48 40 55 46 
Dee «bie * o'% 2.0 2. Be 52 41 49 42 
Lebertran .... 2,0 3. ‘ 49 38 39 36 
4. e 50 36 ° e 
5. * 43 ° 
6. 37* 


* Bedeutet den Tod des Tieres. ** Bedeutet Auftreten der Xerophtalmie. 
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Ahnliche Wirkung hat die Entziehung der ,,B**-Vitamine bei kohlen- 
hydratreicher Diat. Gruppe 6, die kein ..B’-Vitamin erhielt, zeigt 
von Anfang an einen abfallenden Verlauf der Gewichtiskurve, und die 
Ratten konnten iiber sechs Wochen nicht am Leben erhalten werden. 
Dagegen lebten die mit Hefe gefiitterten Tiere der Gruppe | bis 8 Wochen 
lang und konnten ihr Gewicht bis kurz vor dem Tode aufrecht erhalten. 
Die Xerophthalmie entwickelte sich in derselben Zeit wie die der bei 
gemischter Nahrung gehaltenen Tiere (Tabelle I). 

Tabelle II. 
Ratte Nr 
Proz. 
1 2 3 4 
Gruppe 6. 
Casein . 5,0 Anfangsgewicht 51 68 46 58 
Salzgemisch .. . 3,7 1. Woche 52 62 48 57 
ee as a of 2.0 2. 2 50 61 47 52 
a 87,3 3. e 49 58 45 49 
Lebertran .... 2.0 4. . 45 5€ 42 46 
5. - 40 52 41 43 
6. * ° 48 39 . 
ad 33* 
Gruppe 1. 
jl Pre. 5,0 Anfangsgewicht 50 67 72 52 
Dextrin gs 87, 1. Woche 50 63 69 49 
Salzgemisch . .. 3,7 2. i 50 62 68 50 
ee 2,0 3. 52 64 73 51 
Fe ere 2,0 4. 51 69 75 51 
5. a 52°*, 74 76 49 
6. mi 49 729* 749% 47#* 
YF . 38 63 60 41 
8. 8 * 66 50* 41 
9 cz * * 
Tabelle III. Gruppe 2. 
ae 5,0 Anfangsgewicht 79 65 73 63 
87,3 1. Woche 75 60 74 62 
Salzgemisch . . . 3,7 2. . 68 54 68 56 
ee. °s sk os 2.0 3. i ° 46 * * 
a Fee 2.0 4. € 43 
5. e 4] 
6. 40 
7. “ 35** 
& SG os 34 
‘ Gruppe 7. 
5° 5,0 Anfangsgewicht 58 62 59 49 
| a ee. 87.3 1. Woche 51 58 49 42 
A 2.0 2. * 44 47 44 41 
Salzgemisch . . . 3,7 3. ” 38 39 36 31 
a a ee 5.0 4. ‘. 35 34 31 28 
5. 3 * * * * 
* Bedeutet den Tod des Tieres. ** Bedeutet Auftreten der Xerophtalmie 
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Tabelle 1V. 
; Ratte Nr. 
Proz. . 
1 2 3 4 


Gruppe 4. 


a” 18.0 Anfangsgewicht 56 55 67 53 
en. wa te 47, 1. Woche 69 73 80 60 
Fett... oe 27.0 2. ” ; 78 81 S4 69 
iden he 2.0 Re 2 83 86 89 78 
Salzgemisch . . , 3,7 4. * 92 89 90 87 
Se ae «ee ad 2.0 5. * 95 83 90 91 
6. * 93** 77** 87 oO** 
7. - 92 73 82** 89 
8. re 85 64 sv 87 
Gruppe 5, 
a 18,0 Anfangsgewicht 53 62 49 59 
Demtrim . ..« 47.3 1. Woche 65 re 57 71 
. eer 27,3 2. ns 71 72 69 76 
ee ds ws.-8a 2.0 3. 76 68 69 81 
Salzgemisch . . . 3,7 4. 74 63 71 84 
ees ss ot we 5,0 5. ns 73 61 71 87 
6. e 69 60 66 85 
7. me 68 58 65 89 
8. s 65 56 63 93 
** Bedeutet Auftreten der Xerophtalmie ° 


Am kiirzesten lebten die Tiere bei fettreicher Nahrung und ,,A**-Vi- 
tamindefizienz, nicht linger als 3 Wochen (Tabelle III, Gruppe 2). 
Nur ein Tier iiberlebte die anderen, das von den Leichen dieser ge- 
fressen hatte. Die Gruppe 7, die mit fettreicher Nahrung und mit 
,A‘-Faktor versehen wurde, zeigt auch einen steilen Gewichtssturz und 
eine Lebensdauer von 5 Wochen. 

Tabelle IV zeigt die Resultate der mit normaler gemischter Nahrung 
gefiitterten Tiere, die aber an einem oder dem anderen Vitamin defizient 
war. Diese Tiere waren iiber 8 Wochen alle noch am Leben, am Ende 
der vierten Woche trat der bekannte Gewichtsverlust ein, der immer 
entsteht, wenn in der Nahrung eines der beiden Vitamine fehlt. 

Die Schwierigkeit, die sich uns bei den SchluBfolgerungen aus 
diesen Tatsachen gegeniiberstellt, ist die kurze Lebensdauer der Tiere, 
die bei dieser Anordnung der Versuche immer zu erwarten ist. Versuche 
mit einer nur partieilen Avitaminose werden in weiterem Sinne die 
aufgeworfene Frage beantworten. Zur Feststellung des Effektes der 
einseitigen Erndhrung bei einseitiger totaler Avitaminose war aber nur 


diese Anordnung am zweckmabBigsten. 
Von den ausgesprochenen Differenzen der Lebensdauer und der 
Gewichtskurve scheinen uns die folgenden Schliisse berechtigt zu sein: 


Das wasserlisliche ..B‘-Vitamin hat einen férdernden Einfiul 
auf die Assimilation, so der Proteine, wie der Kohlenhydrate. Die 
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Tiere bei solcher einseitigen Nahrung erhalten ihr Gewicht langer und 
haben auch langere Lebensdauer bei Anwesenheit von ,,B‘- Vitamin, 
als beim Fehlen dieses Faktors, wenn auch alle anderen Faktoren 
ergainzt werden. 

Fiir den fettléslichen ,.A**-Faktor konnte diese Eigenschaft nicht 
nachgewiesen werden. 

Die Fettenergie kann im Tierkérper nur in der Gegenwart beider 


Faktoren ausgenutzt werden. 
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Uber die nephelometrische Bestimmung von Calcium 
und Magnesium. 


Von 
Leonia Kriss. 
[Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg). ] 


(Eingegangen am 13. Marz 1925.) 


Wahrend einer Arbeit, in welcher versucht wird, einige Me- 
thoden der physiologisch -chemischen Analyse auf die Wasseranalyse 
anzuwenden, habe ich unter anderen Methoden auch die Verwendung 
nephelometrischer Kalkbestimmungen als Hartebestimmung gepriift. 
In dem Nephelometer nach Aleinmann') (der Firma Schmidt und 
Haensch) besitzen wir ein Instrument, welches den besten Kolorimetern 
gleichwertig ist, und die Anwendung der Kalkbestimmung mittels 
des Natriumsulforizinatreagens nach Rona und Aleinmann schien, 
was Genauigkeit und Handlichkeit betrifft, fiir die Hartebestimmung 
geeignet zu sein. 

Rona und Kleinmann*) haben die Bedingungen, unter welchen 
durch Sulforizinat Triibungen in Kalksalzlésungen hervorgerufen 
werden, genau studiert und fiir die Entwicklung und Messung dieser 
Triibungen Vorschriften ausgearbeitet; sie haben ferner ihre Methode 
auf die Analyse der Blutasche angewandt. Da die Blutasche auber 
Kalksalzen auch Magnesiumsalze enthalt, wurde auch die Entwicklung 
meBbarer Triibungen in Magnesiumsalzen von Rona und Aleinmann 
versucht; nach der Feststellung. da in Magnesiumsalzen durch 
das Reagens Triibungen hervorgerufen werden, betrachten die Autoren 
die Summe der in ‘Blutaschelésungen entwickelten Triibungen als 
,.Erdalkalioxyde*. Eine Auflésung dieser Summe in Calcium und 
Magnesium wird spateren Arbeiten vorbehalten. 

In Analysen, in welchen nach vorheriger Kalkabscheidung als 
Oxalat Magnesium durch das Sulforizinatreagens bestimmt werden 


1) Diese Zeitschr. 187, 144, 1923. 
2) Ebendaselbst 187, 157, 1923. 
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sollte, erhielt ich nun gar keine Triibungen, obwohl Magnesium als 
Magnesiumammoniumphosphat nachweisbar war, und obwohl das 
Reagens in reinen Lésungen von Magnesiumsalzen Triibungen ent- 
wickelte. Es stellte sich heraus, daB die Anwesenheit von Ammonium. 
salzen die Fallung von Magnesiumsalzen durch Sulforizinat vollstandig 
verhindert. Es geniigt, zu einer Lésung von Magnesiumsulfat eine 
schwach alkalische Lésung von Chlorammonium hinzuzufiigen, damit 
dieselbe auf Zusatz von Sulforizinatreagens klar und optisch leer bleibt 
So geben auch Mischungen von Kalksalzen mit Magnesiumsalzen nach 
Zusatz von Ammoniumsalzen mit dem Reagens nur Triibungen, die 
dem Kalkgehalt entsprechen. Ich verwende etwa 10 Mol Ammonsalz 
fiir jedes Grammion Mg, um die Fallung zu verhindern. 

Es konnten keine Bedingungen gefunden werden, unter welchen 
Magnesium mittels des nephelometrischen Reagens so gefallt wiirde, 
daB eine Messung gegen einen Kalkstandard méglich wire: eine Be- 
stimmung der Gesamtharte auf diesem nephelometrischem Wege 
erwies sich nicht méglich. Dafiir aber konnte die nephelometrische 
Methode zu einer schnellen und exakten Bestimmung der Kalkhirte 
ausgebildet werden, woriiber an anderer Stelle berichtet werden soll 

Da Rona und Kleinmann in ihren Blutanalysen die Blutasche in 
Salzsiure auflésten, mit Ammoniak neutralisierten und dann erst 
die Sulforizinattriibung entwickelten, so stellen ihre Werte nicht die 
,Erdalkalioxyde*‘, sondern reine Kalkbestimmungen dar; es konnte 
unter den Arbeitsbedingungen dieser Forscher kein Magnesium in die 





Triibungen eingehen. 























Eine einfache Mikrozucker- bzw. Blatzuckerbestimmung. 


Von 
L. Lorber. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der Krankenhauser der jiidischen Gemeinde 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Mdrz 1925.) 


Die zahlreichen Methoden zur klinischen Mikrozuckerbestimmung 
sind sehr umstandlich und nehmen sehr viel Zeit in Anspruch, so 
daB sie besonders zu Serienbestimmungen wenig geeignet sind. Ich 
teile im folgenden eine Methode mit, die mit ihren Titer nicht ver- 
andernden Lésungen schneller als die bisherigen Mikromethoden mit 
einfachen Mitteln auszufiihren ist und genaue Werte liefert, daher zu 
Serienbestimmungen sehr geeignet ist. Bei reinen Zuckerlésungen dauert 
die Bestimmung 5 bis 6 Minuten, bei EiweiB enthaltenden Fliissig- 
keiten mitsamt Enteiweibung 8 bis 10 Minuten. 


Von der Methode im allgemeinen. 

Das Wesen der Bestimmung ist identisch mit dem der Methoden 
Allihns und Bertrands. Bei beiden Methoden reduziert der Zucker 
Kupfersulfat und gemessen wird die Quantitat des bei der Reduktion 
gebildeten CuO. Bei beiden Methoden wird das ausgefillte CuO mittels 
Filtrierens abgesondert, sodann bestimmt die erstere Methode das CuO 
gravimetrisch, wahrend die zweite es titrimetrisch ausfiihrt. 

Bei der unten beschriebenen Methode habe ich das CuO mittels 
Zentrifugierens abgeschieden und zur Messung desselben ein kolori- 
metrisches Verfahren ausgearbeitet. 

Auch Blanc) entfernt das CuO in sejner Mikromethode mittels der 
Zentrifuge, aber er vergleicht dann die Héhe der reduzierten Cu0O- 
Saule mit einer CuO-Saule, welche er durch Reduktion einer bekannten 


Zuckerlésung erhalt. 


Die zu der Bestimmung notwendigen Liésungen und Instrumente. 

1. 7proz. CuSO, + 5 H,O-Lésung. 

2. 350 g Seignettesalz + 100g NaOH, aufgefiillt mit destilliertem 
Wasser bis zur Marke in einem 1-Liter-Kolben. 


') Inaug.-Diss, aus dem Hygien. Inst. der Universitat Budapest. 
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Diese Lésungen sollen aus chemisch reinsten Reagenzien bereitet 
werden, womdéglich nach deren Umkristallisieren. Die Mischung beider 
soll keine Selbstreduktion geben. 

3. Lproz. HNO,-Lésung, welche aus der in der Apotheke erhalt- 
lichen offizinellen HNO, durch Verdiinnung zu bereiten ist. 

4. Offizinelle konzentrierte (30proz.) H,NOH-Lésung. 

5. lproz. H,O,-Lésung, welche drei- bis viertaglich aus der offi- 
zinellen (30proz.) frisch zu bereiten ist. 

Letztere drei Lésungen kénnen auch in Tropfglisern gehalten 
werden, wodurch das Pipettieren tiberfliissig wird. 

6. Kolorimeter. Ich benutze das Kolorimeter A utenrieths, doch kann 
natiirlich auch jedes andere gebraucht werden. In den Vergleichskeil 
kommt eine 0,05 Proz. Cu enthaltende Cupriammoniumsulfat-Lésung, 
welche auf die Weise hergestellt wird, daB wir von Lésung | (7 proz. 
CuS O,-Lésung) 56,09 cm* auf 100 auffiillen (diese Lésung wird dann 
auf Cu umgerechnet gerade 1 proz. sein), von dieser 1 proz. Cu-Lésung 
messen wir 5cm* ab, geben dazu 20cm* der Lésung 4 und fiillen das 
Ganze mit destilliertem Wasser auf 100cm* auf. In Iem* dieser 
Lésung sind 0,5 mg Cu enthalten, was laut Bestimmung 0,25 mg Dextrose 
entspricht. 

Diese Keilfliissigkeit war im gut verschlossenen Keil nach 4 Monaten 
unverandert. 

Die Zuckerskala des Kolorimeters kann man leicht selber eichen. 
wenn man weib, daB der Nullpunkt einer Zuckerkonzentration von 
0,25 mg entspricht und alle zehn Skalenteile 0,025 mg weniger be- 
deuten, somit ein Skalenteil 0,0025 mg Zucker entspricht; z. B. 


Skalenteil 0 0,25 mg Zucker im em* 
~ 20 = 0,20 ,, * 
40 = 0,15 ,, * 
7 60 = O10 , ini . _ 
80 = 0,05 ,, 9 % +» USsW. 


Es ist empfehlenswert, dab ein jeder sein Kolorimeter selber in 
der Weise kalibriert, daB er von der oben beschriebenen Kolorimeter- 
keilfliissigkeit sich verschiedene Verdiinnungen bereitet. Die Ver- 
diinnungen stellt man mit einer verdiinnten H,NOH-Lésung [20 cm® 
konzentrierter H,NOH (Lésung 4) + 80cm? destillierten Wassers] 
her, und vergleicht dieselben, in die Kiivette gegeben, mit dem Keil. 
Wenn das Kolorimeter genau gefertigt wurde, erhalten wir obige Werte, 
wenn wir aber nicht zu denselben gelangen, so miissen wir entsprechende 
Korrektionen vornehmen. 

7. Dampfentwickelnder Apparat. Ein 300cm* fassender Koch- 
kolben, welcher mit zweimal durchbohrtem Stépsel versehen ist. In 
das eine Bohrloch geben wir ein zweimal gebogenes Glasrohr, dessen 
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t freies langeres Ende 7 cm lang diinn ausgezogen ist; in das andere 


Bohrloch gelangt ein rechtwinklig gebogenes Rohr, auf das wir einen 
Gummischlauch ziehen; das Ende dieses Gummischlauchs, welches mit 
einer kurzen Glasréhre versehen ist, pressen wir mit dem Aatzenstein- 
schen Kompressor (nach Hoffmann) zu und hangen es auf. Den Kolben 
fiillen wir halb mit destilliertem Wasser, in welches wir, um gleich- 
maBig zu sieden, etwas Talk geben (destilliertes Wasser siedet namlich 
gleichmaBiger, auch braucht dann der Talk nur selten erneuert zu 





: werden). 

Wir kochen die zu _ reduzierende Zuckerlésung mit diesem 
. Dampfentwickler und regulieren das Kochen mit dem Regulier- 
l kom pressor '). 

8. Breite, in !,,9,em* eingeteilte Zentrifugierréhrchen mit ab- 

gerundetem, nicht konischem Boden. 

i 
: Die Bestimmung. 
Wir messen von der zu bestimmenden Zuckerlésung, abhangig 


von der zu erwartenden Zuckermenge, 0,1 bis 2 cm* (der Zucker soll 
nicht mehr als 2 mg betragen) in ein Zentrifugierréhrchen ab, geben 
l1em* von der Mischung der Lésungen | und 2 hinzu und fiillen es 
' uuf 3cm* auf. Nachdem nun im KochgefiB das Sieden in Gang 
gekommen und bei geschlossenem Kompressor der ganze Dampf durch 
das ausgezogene Glasrohr entweicht, erfassen wir mit einer Cornet- 
. Pinzette das Zentrifugierréhrchen, stellen es unter das ausgezogene Ende 
‘ des zweimal gebogenen Glasrohres, so daB es darin eingetaucht, fast 
bis zum Boden des Zentrifugierréhrchens reicht. Das Kochen der 
Lésung beginnt alsbald (nach 10 bis 15 Sekunden), wonach wir den 
Kompressor so weit 6ffnen (achtgeben, daB die Lésung nicht aus- 
spritzt), bis die Lésung schén gleichmaBig siedet. Die Dauer des 
Siedens betrigt 1'/, Minuten vom Moment des Eintauchens des aus- 
gezogenen Glasrohres an. 


i 
, Nach dem Sieden kiihlen wir das Zentrifugierréhrchen rasch ab 
: und zentrifugieren scharf (die Parallelbestimmungen werden zusammen 
3 zentrifugiert). Nach 11, bis 2 Minuten ist das CuO scharf abzentri- ; 
} fugiert. Von dem unten angesammelten CuO kénnen wir die Fliissigkeit 


ohne Verlust an Bodensatz abgieBen. Zur Entfernung des an der 
Réhrchenwand anhaftenden Cu(OH), geben wir — ohne Aufriihrung des 
> Niederschlags — einige Kubikzentimeter destillierten Wassers dazu 
und zentrifugieren von neuem. 


1) Das dem diinnen Rohr des Dampfentwicklers anhaftende CuO wird 
L mit etwas angesiiuertem Wasser entfernt. 
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Die kolorimetrische Bestimmung des Cu 0. 

Nach AbgieBen des destillierten Wassers geben wir 0,3 cm 
(= 6 Tropfen) der Lésung 3 zum CuO und schiitteln ein wenig auf; 
das CuO lést sich in der HNO, (es ist kein Fehler, wenn die Lésung 
keine vollkommene ist). Nun geben wir 0,2 em® (4 Tropfen) der Lésung 4 
und einen Tropfen der Lésung 5 zum Inhalt des Zentrifugierréhrchens. 
Wahrend des Schiittelns lést sich der Niederschlag unter Blasenbildung 
mit schéner blauer Farbe des entstandenen Cupriammoniumsalzes. 
Das Ganze fiillen wir, wenn wir die Bestimmung in kalibrierten Zentri- 
fugierréhrehen ausgefiihrt haben, auf 1 em* auf. Wenn aber kalibrierte 
Zentrifugierréhrchen nicht vorhanden sind, so messen wir die blaue 
Lésung in die Kiivette des Kolorimeters ab, geben ein paar Tropfen 
Wasser in das Zentrifugierréhrchen, und das zu 1 cm* fehlende Wasser 
iibertragen wir von diesem in die Kiivette. Nach mehreren Ablesungen 
berechnen wir die Cu-Menge bzw. den Zuckergehalt der Lésung. Die 
die Kolorimetrie stérenden Gasblaschen werden durch mehrmaliges 
kraftiges Durchblasen mittels der Pipette von der Wand entfernt. 
Falls die Farbe zu dunkel ist, verdiinnen wir so lange, bis sie sich 
zur Kolorimetrie eignet; jedoch entsprechend den Kubikzentimetern 
der Verdiinnung geben wir je 0,2 cm* konzentriertes H,NOH hinzu. 
Den Grad der erforderlichen Verdiinnung kénnen wir nach einiger 
Ubung schon von vornherein aus der GréBe des Cu O-Niederschlags 
abschatzen'). Beim Ablesen niedriger Zuckerwerte leistet eine 
vor das graue Fenster des Kolorimeters gehaltene — blaue Glasplatte 
gute Dienste. Zur genauen Messung dieser niedrigen Werte kénnen 
wir auch einen zweiten Keil benutzen, welcher die halbe Menge Cu 
enthilt. (2,5 em* 1 proz. Cu-Lésung + 20 cm® konzentrierter H,NOH 
ad 100 aqua.) 

In eiweiBfreien Medien ist die Zuckerbestimmung ohne jede Vor- 
bereitung auszufiihren. 

Den Zuckergehalt eiweiBhaltiger Zuckerlésungen bestimmen wir 
nach vorhergehender EnteiweiBung. Als Beispiel teile ich etwas aus- 
fiihrlicher die vom klinischen Gesichtspunkt wichtige Bestimmung des 
Blutzuckergehalts mit. 

Zur Bestimmung muB, man das Blut bzw. Serum enteiweifen. 
Hierzu fand ich die Wolframsaure-Methode am geeignetsten®). 

Bei einem Normo- oder Hypoglykaimiker messen wir 0,3 cm* Blut 
oder 0,25 cm’ Serum in ein Zentrifugierréhrchen, erginzen diese Menge mit 


1) Statt auf kolorimetrischem Wege kann man auch die Menge des Cu 
titrimetrisch bestimmen. Man lést das CuO in Fe,(SO,), und titriert mit 
n/100 oder n/200 KMnQ,, so wie auch Bertrand (Bull. de la soc. chim. de 
Paris 35, 1285, 1906) in seiner Makromethode es angibt. 

2) Siehe Pinkussen Mikromethode, 2. Aufl., 5. 62. 
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destilliertem Wasser auf 2,0 bzw. 1,5 cm*!), geben 0,5 cm’ einer 10 proz. 


, Natriumwolframatlésung und tropfenweise 0,5 cm* #/,n H,SO, hinzu 
; (letztere wird aus der normalen in der Weise hergestellt, daB wir 20 cm* 
z derselben auf 30 cm’ verdiinnen). Das Eiweif flockt aus. Nun schlieBen 
t wir das Zentrifugierréhrchen mit reinem Gummistépsel fest, schiitteln 


kraftig und zentrifugieren scharf ab. Vonder klaren Fliissigkeit messen wir 
nun 1,5cem? in ein Zentrifugierréhrchen ab (= 0,15 cm Serum oder Blut) 
" und fiihren die Reduktion bzw. die Bestimmung, wie oben angegeben, aus. 
. Bei Diabetikern (= Hyperglykamikern) geniigen 0,2cm* Blut 
. bzw. Serum, dieselben werden auf 1,0 cm* verdiinnt; EnteiweiBung wie 
, oben: zur Reduktion benutzen wir 1 cem* (= 0,1 em? Serum). 

) Die mit der obigen Methode ausgefiihrten Blutzuckerbestimmungen 
‘ kontrollierte ich mit der bei klinischen Untersuchungen am meisten 
angewandten Bangschen Methode und erhielt mit dieser gut tiberein- 
) stimmende Werte. Die Zuckerwerte waren stets kleiner, als diejenigen 
; bei der Bangschen Methode, was jedoch auch bei der Bertrandschen 


= 





Zuckerbestimmung der Fall ist. 
| Frank und Bretschneider®) erhielten mit der Bertrand schen Methode 
den wirklichen Zuckergehalt des Serums, was sie mit Garungsproben 
beweisen konnten, waihrend Bang simtliche reduzierenden Substanzen 
nachweist. Nach Horst und Hatlehol*) geben die Methoden von Hage- 
dorn, Jensen, Folin-Wu und Benedict noch gréBere Werte als diejenige 
von Bang. Aus mehr als 300 Bestimmungen teile ich hier einige mit: 





Bang Die neue Methode 


Bemerkung 
Proz Proz. 
Normale Werte. 

0,07 0,065 

0,10 0,088 

0,08 0,069 

0,12 0,092 Nephritis mit 171 mg R.«N. 

Werte bei Diabetes. 

0,14 0,135 

0,26 0,24 

0,15 0,14 

0,24 0,235 

0,18 017 

0,175 0,161 

0,37 0,35 


1) Entnehmen wir das Blut der Fingerkuppe, so saugen wir es ab 
von der Stirnwunde in ein, 1,7 em* dest. Wasser enthaltendes Zentrifugier- 
réhrechen, entweder mittels einer kalibrierten Pipette, oder mittels einer, 
dem Zentrifugierréhrchen aufgesetzten Ernst-Weissschen Pipette, im 
letzteren Falle aber wird das dest. Wasser erst nach dem Abmessen des 
Blutes in das Zentrifugierréhrchen gebracht, durchgesogen durch die 
Pipette bis zur Marke. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 157. 

8) Journ. of biol. Chem. 42, 347. 


Biochemische Zeitschrift Band 158, 14 
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Aus den angefiihrten Daten ist ersichtlich, daB obige Methode immer 
um 0,005 bis 0,02 mg Zucker weniger als die von Bang ergibt, ferner, daB 
als Normalwerte die Zuckerwerte zwischen 0,06 bis 0,09 Proz. zu 


betrachten sind. 





Die 


Blutsucker hinzugegebene Gesamtzuckergehalt Differenz 
Zuckermenge _ —______—_—— - —— 

mg mg berechnet gefunden mg Proz 
0.1375 0,090 0.2275 0.2300 + 0,0025 1,1 
0,100 0,250 0,350 0.3525 + 0,0025 0,71 
0,100 0,500 0,600 0,600 — — 
0,072 0.1409 0,2129 0,212! — 0,0004 1 
0,072 0.0937 0.1657 0.1645 — 0.0012 0,72 


Aus der vorstehenden Tabelle ist ersichtlich, daB ich die dem 
Serum hinzugegebene Zuckermenge mit einer minimalen Fehlerquelle 
von | Proz. zuriickbekommen habe. 

Endlich bemerke ich noch, daB die Parallelbestimmungen ent- 
weder vollkommen oder mit nur geringer Differenz iibereinstimmten. 

Die Zuckerbestimmung ist auch im Liquor cerebrospinalis aus- 
fiihrbar, nur miissen wir 0,5 cm* Liquor verwenden, dazu 1,5 cm* aqua 
destillata, 0,25cm* Natriumwolframat + 0,25 H,SO,, sodann ab- 
zentrifugieren. Zur Reduktion verwenden wir 2cm* Fliissigkeit 
(= 0,4 em® Liquor). 




















Uber extravasale Anderungen der Blutreaktion des Menschen. 


Von 


J. Hollé und St. Weisz. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 21. Marz 1925.) 


Die Erscheinung der Nachsiuerung des Blutes, die seit Zuntz’') 
Entdeckung (1868) bekannt ist und in einer Verminderung seiner 
Kohlenséurekapazitat beim Stehen besteht, hat erst in neuerer Zeit 
gréBere Bedeutung gewonnen, seitdem man nimlich begonnen hat, 
die Untersuchung der Wasserstoffzahl sowie der Kohlensaurekapazitat 
des Biutes der klinischen Forschung nutzbar zu machen. 


Christiansen, Douglas und Haldane*) haben gezeigt, daB die Nach- 
siuerung schon innerhalb kurzer Zeit das Bindungsvermégen des Blutes 
vermindert; diese Verminderung kann bei Kérpertemperatur in 20 Minuten 
etwa 2,5 Proz. betragen; Haggard und Henderson*) haben spiiter sogar 
schon in 8 Minuten eine Verminderung von 2 Vol.-Proz. gefunden. Das ist 
also jedenfalls ein Umstand, der bei der Konstruktion von sogenannten 
Bindungskurven, wo das Blut bei Kérpertemperatur mit Atmosphiren 
von verschiedenem CO,-Gehalt ins Gleichgewicht gebracht wird, nicht 
ohne weiteres vernachlassigt werden kann, besonders dann nicht, wenn die 
Bindungskurven zur Ermittlung der Wasserstoffzahl| des Blutes nach 
Haggard und Henderson*) dienen sollen, denn bei diesem Verfahren wird 
jeder Fehler in der Bestimmung des Bindungsvermégens in seiner Wirkung 
auf die Genauigkeit der daraus ermittelten Wasserstoffzahl bedeutend 
vergroBert. 

Straub und Meier) haben gefunden, daB die Nachsiuerung ausbleibt, 
wenn das Blut steril entnommen und auf Eis aufbewahrt wird, was aller- 
dings von Cobet*) nicht fiir jeden Fall bestatigt werden konnte. Sie lassen 
die Frage offen, ob die Senkung der Kohlenséiurekapazitaét auBerhalb des 
Kérpers, entgegen der Ansicht von Christiansen, Douglas und Haldane’), 
doch auf bakterieller Einwirkung beruht, und versichern nur so viel, daB die 
Zersetzung durch Bakterienwachstum beschleunigt wird. 


1) Beitr. z. Physiol. d. Blutes. Bonn 1868. 
2) Journ. of Physiol. 48. 

3) Ebendaselbst 45. 

*) Ebendaselbst 89. 

5) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 129. 

®) Diese Zeitschr. 137. 

7) Journ. of Physiol. 48. 
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Weitere Untersuchungen von Haggard und Henderson'), Mellanby 
und Thomas*), und vor allem von Evans*) haben bedeutend zur. Klarung 
der Frage beigetragen. Evans hat gezeigt, daB die Saiureproduktion durch 
eine hauptsachlich an die Gegenwart von weiben Blutkérperchen ge- 
bundene, fermentative Glykolyse (in Milchsiure) hervorgerufen wird, die 
durch Zusatz von 0,1 Proz. NaF verhindert werden kann. Er konnte die 
ailteren Beobachtungen iiber die UnregelmaBigkeit der Erscheinung, sowie 
iiber die beschleunigende Wirkung des niedrigen C O,-Druckes (alkalische 
Reaktion) und der Kérpertemperatur bestitigen. Die Mitwirkung von 
Bakterien hilt Evans fiir méglich, aber nicht wahrscheinlich, ohne jedoch 
die Frage niher untersucht zu haben. Als Beispiel fiir die quantitative 
Seite der Erscheinung gibt Evans an, daB die Kohlensiurekapazitiét im 
Blute einer hyperventilierten Katze in 14% Stunden bei Zimmertemperatur 
um 3,5 Vol.-Proz. abgenommen hat. 

Uns hat — aus praktischem Grunde — der EinfluB der Nach- 
siuerung speziell auf die Wasserstoffzahl des Blutes interessiert, welches 
wir, nach der Vorschrift unserer Methode zur Bestimmung der aktuellen 
Blutreaktion*), verdiinnt und in luftdicht verschlossenen Zentrifugier- 
rohrechen aufbewahrt haben. Zwei Umstande wirken dabei gegen die 
Nachsiuerung: Erstens, daB das geschlossen aufbewahrte Blut eine 
héhere Wasserstoffzahl hat als das offen aufbewahrte, und zweitens 
der Gehalt unserer Verdiinnungsfliissigkeit an Oxalat. Dagegen ist 
folgendes zu vermerken: Das infolge der Nachsiuerung verschwindende 
Bicarbonat wird in freie Kohlensiiure verwandelt [Evans*)]; da die 
Reaktion des Blutes durch das Verhiltnis CO,/HCO, bestimmt wird, 
so ist die bei der Nachsiuerung entstehende prozentuelle Erhéhung der 
Wasserstoffzahl jedenfalls bedeutend gréfBer als die prozentuelle 
Abnahme des Bindungsvermégens. Die Ausschlage der Wasserstoffzah] 
infolge der Nachsiiuerung sind also viel gréBer als jene des Bindungs- 
vermégens, und die Verfolgung der Wasserstoffzahl die feinere Methode 
zur Untersuchung der Nachsiuerung. Daraus ergibt sich aber zugleich, 
daB die Genauigkeit von Wasserstoffzahlmessungen im Blute, speziell 
wenn dieselben bei Kérpertemperatur ausgefiihrt. werden, durch die 
Nachsauerung noch mehr gefihrdet wird, als jene von Bestimmungen 
der Kohlensiurekapazitat. 

Unsere Versuche haben zu folgenden Ergebnissen gefiihrt: 

Die Nachsiuerung ist eine in quantitativer Hinsicht unregel- 
maBige Erscheinung, die in verschiedenen Blutproben und unter an- 
scheinend gleichen aiuBeren Bedingungen zu verschiedenen Erhéhungen 
der Wasserstoffzahl fiihren kann. 


1) Journ. of biol. Chem. 45. 
2) Journ. of Physiol. 54. 

3) Ebendaselbst 56. 

*) Diese Zeitschr. 144. 

5) Journ. of Physiol. 56. 
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Ihre GréBe hiangt in erster Linie von der Temperatur ab; bei 
Bruttemperatur kann die Wasserstoffzahl des aufbewahrten Blutes in 
24 Stunden eine Erhéhung von iiber 100 Proz. zeigen, im Eiskasten 
dagegen (bei 5 bis 8°C) haben wir wihrend dieser Zeit meist nur an- 
gedeutete Veriinderungen gefunden. Bei Zimmertemperatur geniigen 
unter Umstinden schon 2 bis 3 Stunden, um die Wasserstoffzahl des 
aufbewahrten Blutes merklich (um 10 bis 15 Proz.) zu erhéhen. 

Untersuchungen sowohl mit steril als mit nicht steril aufbewahrtem 
Blute, mit und ohne Zusatz von NaF, haben uns gezeigt, daf die 
Nachsauerung wenigstens zwei Ursachen hat. Die eine die von 
Evans genau studierte Glykolyse — laBt sich durch Zugabe von 0,1 Proz. 
NaF beheben; die andere dagegen ist bakteriellen Ursprungs. Zur 
vollstandigen Verhinderung der Nachsiuerung muB also das Blut steril 
und mit NaF versetzt aufbewahrt werden. Zugabe von NaF allein 
geniigt aber, um die Reaktion des nach unserer Methode verdiinnten 
und verschlossenen Blutes fiir 2 bis 3 Stunden bei Zimmertemperatur, 
oder fiir 12 bis 24 Stunden im Eiskasten (je nach der dort herrschenden 
Temperatur) unveriindert zu erhalten. 


Bei Untersuchungen mit nicht bei Zimmertemperatur aufbewahrtem 
Blute muB das Blut vor dem Abzentrifugieren auf Zimmertemperatur ge- 
bracht und durchgeschiittelt werden. um den Einflu®B der verschiedenen 
Temperatur auf die H’-Zahl auszuschalten. 

Zugabe von NaF an und fiir sich veriindert nicht die Reaktion des 
Blutes. Die von Evans!) gefundene Reduktion des Bindungsvermégens 
um etwa 0,9 Vol.-Proz. pro 0,1 Proz. NaF ist wahrscheinlich darauf zuriick- 
zufiihren, daB das im Handel befindliche NaF — so auch das von uns 
benutzte von Merck sauer reagiert (Verunreinigung, Zersetzung ?); die 
mit NaF versetzte Verdiinnungsfliissigkeit muB also bei der Zubereitung 
mit nicht unerheblichen Mengen Na(OH) neutralisiert werden. 

(Wir machen darauf aufmerksam, daB die zugegebene Lauge nur 
langsam neutralisiert wird und deshalb die bei Zugabe von Lauge zu Beginn 
der Neutralisation auftretende alkalische Reaktion in 1 bis 2 Minuten 
wieder verschwindet; diese Erscheinung dauert so lange, bis die Lésung 
nicht definitiv neutral wird.) 

Dem Gehalt von 0,1 Proz. NaF entsprechend mu8 die Verdiinnungs- 
fliissigkeit 0,14 Proz.weniger NaCl enthalten, damit sie nicht hypertonisch wird. 

Bei unserer Methode wird die eigentliche Bestimmung der H’-Zahl 
so ausgefiihrt, daB das verdiimnte und mit Indikator versetzte Plasma in 
zwei Réhrchen geteilt wird, deren eines auBerdem 0,5 com Phosphatlésung 
enthalt; dieses Réhrchen wird mit n/100 HCl bis zur Farbengleichheit 
beider Réhrchen titriert. Das andere (Vergleichs- oder Plasma-) Réhrehen 
wird zur Volumenkorrektion mit 1 cem C O,-freier Verdiinnungsfliissigkeit 
versetzt. Zu diesem Zwecke soll eine fluorfreie Lésung, also unsere urspriing- 
liche Verdiinnungsjliissigkeit benutzt werden. Denn das stark verdiinnte 
Plasma hat nur eine sehr schwache Pufferung und also eine labile Reaktion, 
die durch eine nicht ganz neutrale Zutat leicht beeinfluBt wird; die Neutra- 


1) Journ. of Physiol. 56. 
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litat der kiinstlich neutralisierten fluorhaltigen Lésung ist aber nicht so 
verlaBlich wie die einer reinen NaCl-Lésung. 

Die Nachsiuerung ist aber nicht die einzige Erscheinung, die die 
Reaktion des aufbewahrten Blutes verindern kann. In vielen Blut- 
proben — speziell aber in solchen, in denen fiir eine Verhinderung der 
Nachsauerung gesorgt wurde — konnten wir mit der Zeit eine alkalische 
Verschiebung der Blutreaktion konstatieren, und zwar unabhangig 
davon, ob das Blut nativ, steril, mit oder ohne NaF, auf Eis oder bei 
37°C aufbewahrt wurde. Die Ursache dieser Erscheinung — auf die 
unseres Wissens bisher noch nicht aufmerksam gemacht wurde — 
liegt offenbar darin, daB das Oxyhimoglobin des Blutes teils durch 
bakterielle Zersetzung, teils aber durch die Sauerstoffzehrung des 
Blutes selbst, reduziert und teilweise in Methimoglobin umgewandelt 
wird (Hdri)') und das Hamoglobin eine schwichere Saure ist als das 
Oxyhaimoglobin. Diese Reduktion liBt sich an der Farbe des auf- 
bewahrten Blutes ohne weiteres erkennen. 

Die Reduktion des Blutes bleibt fiir 24 Stunden aus, wenn zur 
Verdiinnung des Blutes eine mit O, gesittigte Verdiinnungsfliissigkeit 
benutzt wird und dadurch fiir eine O,-Reserve gesorgt wird, und wenn 
das Blut auf Eis gehalten wird. 

Um also mit unserer Methode zur Bestimmung der Wasserstoffzah| 
des Blutes genaue und verlaBliche Werte zu erhalten, muB das Blut 
entweder sofort verarbeitet werden oder aber es muB die Verdiinnungs- 
fliissigkeit 0,1 Proz. NaF enthalten. Soll das Blut langer als 3 Stunden 
aufbewahrt werden, so muB es auf Eis liegen und mit O,-gesattigter 
Fliissigkeit verdiinnt werden. 

Es ist uns nicht gelungen, ein Mittel zu finden, dessen Zugabe 
die Sterilitaét des verdiinnten Blutes garantieren kénnte. Die meisten 
Desinfizientien kommen ab ovo nicht in Betracht, entweder weil sie 
die Reaktion oder die Pufferung des Blutes verindern, weil sie himo- 
lysieren, oder weil sie den Indikator aus der Lésung entfernen. Der 
von Sander*) empfohlene Zusatz von 0,01 Proz. Thymol hat sich in 
unseren Versuchen zur Sicherung der Sterilitat bei Zimmertemperatur 
nicht immer als zureichend erwiésen. 

Als einzige Méglichkeit bliebe das Auskochen der mit Indikator 
versetzten Verdiinnungsfliissigkeit. Besonders bequem ist diese Mani- 
pulation nicht zu nennen; man muB fiir Korrektion der waihrend des 
Kochens gestérten osmotischen Konzentration sorgen, fiir Vermeidung 
der CO,-Aufnahme wihrend des Auskihlens und spater, was nicht 
ganz so leicht ist; das Unangenehmste ist aber, daB beim Kochen, 
speziell einer NaF enthaltenden Lésung, selbst in Jenaer Glas, nicht 


1) Diese Zeitschr. 82. 
2) Journ. of biol. Chem. 58. 
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unbedeutende Mengen Silikate aus dem Glase ausgelést werden kénnen, 
wodurch die Verdiinnungsfliissigkeit eine unerwiinschte Pufferung 
erhilt; dadurch leidet aber die Empfindlichkeit der py-Bestimmung. 
Auch ist die ausgekochte Fliissigkeit O,-frei und also zur Verhinderung 
der Nachreduktion des Blutes ungeeignet; durch eine nachtrigliche 
Oxygenisation wird aber die Sterilitat sehr problematisch. Wir méchten 
also die Sterilisation durch Auskochen, wenn wir sie auch in diesen 
unseren Versuchen — wo es auf absolute Zahlen weniger ankam — faute 
de mieux benutzt haben, zum allgemeinen Gebrauch nicht empfehlen. 


Wir haben in einer friiheren Arbeit!) gezeigt, daB durch Verdiinnung 
mit O,-gesittigter Lésung das Venenblut vollstandig arterialisiert wird und 
dadurch seine Reaktion im Durchschnitt um py 0,04 saurer wird; wir 
haben daher fiir Messungen, die in mit O,-gesattigter (zur Austreibung der 
CO,)-Fliissigkeit verdiinntem Venenblut vorgenommen wurden, eine 
Korrektur von + pg 0,04 vorgeschlagen. Wir méchten jetzt bemerken, 
daB dadurch in extremen Fallen, wenn namlich das benutzte vendse Blut 
ungewoéhnlich wenig O, enthalt, Fehler entstehen kénnen, indem durch die 
Oxydation des in ungewéhnlich groBen Mengen vorhandenen Himoglobins 
das Blut nicht um pg 0,04, sondern eventuell um das Doppelte oder noch 
mehr saurer wird. In Fallen also, wo eine Anoximie vermutet wird (Herz- 
schwiache usw.), darf das Blut nicht mit O, gesattigt werden und kann also 
nicht langere Zeit aufbewahrt werden. Die Verdiinnungsfliissigkeit wird 
in solchen Fallen — wie iiberhaupt — am besten durch Durchstrémen mit 
N, (aus einer Bombe) von CO, befreit. 

Die einfachste Art, um die Verdiinnungsfliissigkeit von C O, zu befreien, 
ist die folgende: Man verschlieBt den Kolben mit der Verdiinnungsfliissigkeit 
mit einem doppelt gebohrten Gummistépsel und lat durch die Wasserstrahl- 
pumpe Luft durchsaugen, die vorher durch Passieren eines Natronkalk- 
turms C O,-frei gemacht wird. Die Réhre, die unten in die Fliissigkeit taucht, 
enthalt zweckmiBig einen kleinen Endkolben mit feinen Léchern, damit 
die kohlensaurefreie Luft fein durechgemischt wird. Anstatt Wasserstrahl- 
pumpe kann natiirlich auch eine mit der Hand getriebene Druckpumpe 
aus Gummiballon, wie eine solche z. B. bei Blutdruckmessungen gebraucht 
wird, verwendet werden. 

Die so behandelte Verdiinnungsfliissigkeit ist natiirlich nicht O,-frei, 
sondern ist damit bis zu '/; Atmosphire gesittigt; sie enthilt daher bei 
Zimmertemperatur */, = 0,6 Vol.-Proz. davon. Bei zehnfacher Verdiinnung 
des Blutes kann also maximum eine 6 Vol.-Proz. O, entsprechende Menge 
Haimoglobin oxydiert werden. Der durchschnittliche Unterschied im 
O,-Gehalt des oxygenfreien verdiinnten und des vollsténdiqg oxydierten 
Venenblutes betragt etwa 10 Vol.-Proz. Die Oxydation des Hiamoglobins 
im Venenblute verschiebt die Reaktion des Blutes — wie wir gezeigt haben 
im Durehschnitt um py 0,04; einer Oxydation mit 6 Vol.-Proz. O,, die 
wie an der Farbe zu erkennen ist — zur vollstdndigen Oxydation nicht aus- 
reicht, wird also eine Sauerung um etwa py 0,02 entsprechen; das konnten 
wir auch empirisch bestatigen. Diese Korrektur muB zu den gemessenen 
Werten addiert werden; dieselbe wird durch eine vorhandene Anoximie 
nicht beeinfluBt, da mehr als 6 Vol.-Proz. O, zur Oxydation nicht zur 


') Diese Zeitschr. 145. 
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Verfiigung stehen; und auch bei abnorm hohem O,-Gehalt des Venenblutes 
kann der Fehler bei Anwendung dieser Korrektur wohl kaum mehr als 
Py 0,01 betragen. 

Versuchsbeispiele. 

Das Blut-pg wurde gewoéhnlich als Mittelwert aus drei Kontrollbestim- 
mungen berechnet. Dei drei Kontrollen stimmen regelmaBig bis auf 
Py 0,02 iiberein. Wo infolge unregelmaBiger Nachsiuerung die drei Kon- 
trollen verschiedene Werte gezeigt haben, dort wurde der Wert jeder Riéhre 
einzeln angegeben. In den steril durchgefiihrten Versuchen wurden die 
Zentrifugierréhrchen, das Gummi und die Klammer ausgekocht; auch 
die Verdiinnungsfliissigkeit wurde ausgekocht und noch hei’ verschlossen. 
Durch das Kochen wird die Verdiinnungsfliissigkeit O,-frei; da die Oxy- 
dation des Hiimoglobins durch Verdiinnung mit O,-gesittigter Verdiinnungs- 
fliissigkeit an und fiir sich zu einer geringen Ansiuerung des Blutes fiihrt 
(siehe Hollé und Weisz), so haben wir zu allen Réhrchen O,-frei ausgekochte 
Verdiinnungsfliissigkeit benutzt. Die angestrebte Sterilitat wurde am Ende des 
Versuchs durch Impfen auf Agarréhrehen kontrolliert. Wir haben immer mit 
menschlichem Venenblut gearbeit. Die angegebene Blutreaktion gilt fiir 18°C, 


Zusammenfassung. 

Verschlossen gehaltenes Blut wird mit der Zeit gewéhnlich saurer. 
Diese Nachsaiuerung hat zumindest zwei Ursachen: 1. Die Glykolyse, 
die durch Zusatz von 0,1 Proz. NaF verhindert werden kann (Evans), 
2. bakterielle Zersetzung. Die Geschwindigkeit der Nachsiuerung hangt in 
erster Linie von der Temperatur ab; bei Zimmertemperatur kann die Zu- 
nahme der Wasserstoffzahl des Blutes in 2 bis 3 Stunden 10 bis 15 Proz. 
betragen, bei Bruttemperatur 25 bis 35 Proz. Bei Zusatz von Na F und auf 
Eis kann die Nachsiuerung auch ohne sterile Kautelen 12 bis 24 Stunden 
unmerklich bleiben; bei Zimmertemperatur nur 2 bis 3 Stunden lang. 

Bei Ausschaltung der Nachsaiuerung tritt eine Alkalisation des auf- 
bewahrten Blutes zutage; sie ist auf eine Reduktion des Oxyhiimo- 
globins durch Faulnis, aber auch durch Selhstzehrung zuriickzufiihren. 
Sie laBt sich auf Eis und durch Ubersittigung des Blutes mit O, bei 
der Verdiinnung vermeiden. 

Die Verdiinnung des Blutes mit O,-gesittigter Verdiinnungs- 
fliissigkeit — zur Austreibung der Kohlensiure — fiihrt bei Anoximie 
zu fehlerhaften Resultaten, die durch unsere friihere, fiir normales Blut 
angegebene Korrektur nicht ausgeglichen werden. Die einfachste Art 
der Austreibung der CO,, mit CO,-freier Luft, wird beschrieben; sie 
fiihrt auch bei Anoxaimie zu brauchbaren Resultaten. 

Die Vernachlissigung dieser Kautelen mahnt bei der Verwertung 
mancher Angaben der Literatur — speziell aber von Wasserstoffzahl- 
bestimmungen bei Kérpertemperatur — zu groBer Vorsicht. 

Unsere eigenen bisher mitgeteilten Bestimmungen der Wasserstoff- 
zahl des Blutes sind alle sofort nach Blutentnahme und bei Zimmer- 
temperatur durchgefiihrt worden. 








Uber die Energiequelle bei der Muskelarbeit. 


Eine Antwort an Graham Lusk'). 


Von 


Otto Meyerhof. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24, Marz 1925.) 


Die SchluBfolgerungen, die ich aus meinen Untersuchungen iiber 
die chemischen und energetischen Vorginge bei der Kontraktion des 
isolierten Kaltbliitermuskels in Verbindung mit den myothermischen 
Ergebnissen von Herrn Hill gezogen habe, sind so oft in zusammen- 
fassenden Darlegungen ausgesprochen®), daB es iiberfliissig erschiene, 
sie zu wiederholen, wenn sie nicht mehrfach zu MiBdeutungen gefiihrt 
hatten, von denen eine ganze Anzahl in dem unter gleichem Titel 
erschienenen Aufsatz von Graham Lusk enthalten ist. 

Die Milchsiure entsteht, wie ich zeigen konnte, in der Ermiidungs- 
phase des Muskels aus einer aquivalenten Umwand!ung des Glykogens. 
Diese Tatsache ist iibrigens nicht, wie Lusk angibt, von Herrn Hill ge- 
funden (,,es soll daran erinnert werden, da®B Hill mit einer wunderbaren 
Exaktheit gezeigt hat, daB der einleitende ProzeB bei der Kontraktion 
ein vollkommen nicht oxydativer ist und in der Bildung von Milchsaure 
aus Glykogen besteht*t). Denn Hill vertrat friiher die Meinung, dab 
die Milchsiure nicht aus Kohlehydras abstammen kénnte, sondern 
aus einem Kérper von erheblich gréBerer Verbrennungswirme®), und 
er hat erst auf Grund meiner chemischen Untersuchungen diese Vor- 
stellung aufgegeben. In der Erholungsperiode verschwindet nun die 
Milchsaiure unter Aufwand einer Menge Sauerstoff, die nicht entfernt 


1) Diese Zeitschr. 156, 334, 1925. 

2) Asher-Spiro, Ergebn. d. Physiol. 22, 328, 1923. Les Prix Nobel, 
Stockholm 1924, abgedruckt Naturwissenschaften 1924, H. 10. Chemical 
Dynamics of Life Phaenomena, 8. 61. Lippincott 1924. Jahresber. tiber 
d. ges. Physiol. 1922, 8. 309, und anderes mehr. 

3) A. V. Hill, Asher-Spiros Ergebn. d. Physiol. 15, 340, 1916; ins- 
besondere 8. 371ff.; siehe auch Physiol. Reviews 2, 336 und 337, 1922. 
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ausreicht, um diese Milchséure zu oxydieren. Es entsteht dafiir eine 
aquivalente Menge Glykogen. Ein Bruchteil, der genau dem Aufwand an 
Sauerstoff entspricht, findet sich nicht als Glykogen wieder, und in saimt- 
lichen meiner Arbeiten ist wegen der bilanzmaBigen Ubereinstimmung 
in beiden Fallen die Frage als unentschieden hingestellt, ob dieser 
Bruchteil selbst verbrennt oder nicht vielmehr eine entsprechende 
Menge Kohlehydrat. Héchstens der Einfachheit halber ist bald die 
eine, bald die andere Formulierung an erster Stelle genannt worden. 
DaB aber eine dieser beiden Méglichkeiten bei der Arbeitsleistung des 
isolierten Kaltbliitermuskels regelmaBig verwirklicht ist, geht sowohl 
aus der genauen Ubereinstimmung der verschwindenden Menge Milch- 
siure mit der als Glykogen wiedergefundenen + dem aus dem Sauer- 
stoffverbrauch berechneten oxydierten Anteil hervor, wie andererseits 
aus dem respiratorischen Quotienten der Erholungsperiode, der stets 
genau gleich | ist'), Um im AnschluB an diese Feststellungen die von 
mir kalorimetrisch bestimmte Wirme deuten und mit den myothermi- 
sehen Messungen von Hill und den spiteren von Hartree und Hil/ 
vergleichen zu kénnen, wurde eine stéchiometrische Formulierung 
gewahlt, die stets als Idealisierung bezeichnet ist, die aber mit 
vollem Erfolg dazu gedient hat, die in den einzelnen Phasen der 
Muskelkontraktion auftretenden Warmebetrage, insbesondere die von 
Hill entdeckte verzégerte Wirmebildung in ihrem Ablauf und ihrer 
GréBe zu erkliren. Bei Erwahnung dieses Tatbestandes verwechselt 
Graham Lusk, falls hier nicht ein Ubersetzungsfehler vorliegt, wiederholt 
die oxydative Erholungswirme mit der Erschlaffungswirme, welch 
letztere in die Initialphase der Kontraktion fallt, wahrend die Er- 
holungswirme mit der Erschlaffung nichts zu tun hat. Noch bedeut- 
samer aber ist das MiBverstandnis, daB er den nichts prajudizierenden 
Ausdruck: das oxydative Verschwinden der Milchsaure in der Er- 
holungsperiode (oxydative removal in der Ausdrucksweise von Hill) 
als Behauptung der Verbrennung der Milchsaure auffaBt, wahrend doch 
der oben dargestellte komplexe Vorgang damit gemeint ist, und es 
infolgedessen als eine anfechtbare AuBerung von mir halt, ,,daB Hill 
mit Recht schon friihzeitig die verzégerte Warmebildung mit dem 
oxydativen Verschwinden der Milchsiure in Verbindung gebracht 
hatte’. In der Tat wird niemand, der diese AuBerung richtig versteht, 
ihre Wahrheit bezweifeln kénnen. 

ZusammengefaBt besteht also nach meiner Meinung ein Kreislauf 
des Kohlehydrats im Muskel. In der ersten Phase entsteht freiwillig 
Milchsiure aus Glykogen, in der zweiten Phase wandelt sich unter 
Aufwand von Oxydationsenergie die Milchsaure in Glykogen zuriick. 


» 


') Pfliigers Arch. f. Physiol. 175, 88, 1919; 182, 284, inshesondere 312, 
1920; 185, 11, insbesondere 21 ff., 1920. 
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Auch ich neige mehr zu der Ansicht, daB die Milchsaure selbst nicht 
verbrennt, sondern eher das Kohlehydrat, und zwar auf einem anderen 
Wege als tiber Milchsiure. Jedenfalls stammt im isolierten Kaltbliiter- 
muskel die Oxydationsenergie der Erholungsperiode letzten Endes aus 
Kohlehydrat. 

Dabei ist aber die prinzipielle Méglichkeit, daB in von mir nicht 
untersuchten Fallen, z. B. im Muskel des diabetischen Warmbliiters, 
die Oxydationsenergie aus anderem Material als Kohlehydrat, etwa 
aus Fett, stammen kénnte, nicht ausgeschlossen. Der iibergeordnete 
Gesichtspunkt ist der energetische, indem die Oxydationsenergie den 
gesamten Kreislauf der Milchsiure unterhailt. Auch ist eine solche 
Moéglichkeit keineswegs von mir tibersehen oder geleugnet; ja, die 
Arbeit mit H. E. Himwich iiber den Kohlehydratstoffwechsel des Ratten- 
muskels bei einseitiger Fetternihrung, die von Graham Lusk zitiert ist, 
ist im Hinblick auf dieses Problem unternommen, und die eine der 
beiden darin gestellten Fragen lautet: ,,Kann die Energie, die fiir die 
Resynthese der Milchsaure zu Glykogen erfordert wird, auch aus der 
Oxydation anderer Verbindungen als Kohlehydrat stammen /*‘!). Doch 
lieB sich diese Frage am isolierten Muskel der fetternahrten Ratte nicht 
bestimmt entscheiden, obwohl es auffiel, daB der respiratorische Quotient 
des isolierten Muskels auch hier nahe bei 1 lag. Wir konnten daher 
nichts anderes als den SchluB ziehen: ,,Bestimmte Anhaltspunkte 
haben sich danach nicht ergeben, daB der (isolierte) Muskel einseitig 
fetternihrter Ratten Fett an Stelle von Kohlehydrat verbrennen kann. 
Jedoch ist auch das Gegenteil nicht streng bewiesen worden.‘‘ Niemals 
ist aber weder hier noch an anderer Stelle von mir die Méglichkeit 
einer Umwandlung von Fettsiure in Milchsiure behauptet, von der 
Graham Lusk spricht, sondern als unmittelbare Quelle der Milchsaure 
im Muskel ist ausschlieBlich Kohlehydrat angenommen. In einer gleich- 
zeitig erschienenen Mitteilung zeigten Burn und Dale*) an dem mit 
zuckerhaltigem Blut durchstrémten Muskelpraparat der Katze, daB es 
den respiratorischen Quotienten von 1 hat, selbst am diabetischen Tiere. 

SchlieBlich fanden am ganzen Menschen, also in einer Versuchs- 
anordnung, die Graham Lusk fiir entscheidender hilt als die am isolierten 
Organ, Hill und seine Mitarbeiter, daB der respiratorische Quotient 
bei einer kurzen und kriftigen Muskelanstrengung im ganzen Zyklus 


4 der Arbeits- und Erholungsperiode genau gleich 1 ist, selbst bei ein- 
ai seitiger Fetternihrung*). Es liegt daher nahe, daB die verschiedenen 
4 mit dem Studium des Muskelstoffwechsels beschaftigten Autoren, 
‘) Otto Meyerhof und H. E. Himwich, Pfliigers Arch. 205, 416, 1924. 
2) Journ. of Physiol. 59, 164, insbesondere 186— 188, 1924. 
3) Proc. Roy. Soe. B. 97, 155, insbesondere 175, Anmerkung, 1924. 
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ebenso wie es auch Krogh und Lindhard tun'), die Vorstellung bevor- 
zugen, daB das Fett zuvor in Kohlehydrat umgewandelt wird, ehe es 
im Muskel verbraucht wird, ohne indes die andere Méglichkeit, daB das 
Fett direkt verbrennen kénnte, vollstandig abzulehnen. 

Ich selbst habe hierzu dieselbe Stellung eingenommen und ins- 
besondere in meinen englischen Vorlesungen Graham Lusks ablehnende 
Stellung zu der ersten der beiden Méglichkeiten betont?). Wenn, wie 
Lusk angibt, ein hungernder Hund bei Fehlen von Kohlehydrat Arbeit 
mit demselben Nutzeffekten der Oxydation leisten kann wie bei Kohle- 
hydratzufuhr*), so spricht dies allerdings zugunsten einer direkten 
Fettverbrennung, falls die Energie nicht durch Eiweibzersetzung gedeckt 
werden kann und der Wirkungsgrad des Muskels in beiden Fallen 
annaihernd maximal ist. Ohne dieses wird man einem so komplexen 
Versuch allein keine durchschlagende Beweiskraft zuerkennen kénnen. 
Lusks Standpunkt wird ja von der Ernahrungsphysiologie nicht all- 
gemein geteilt. Die entgegengesetzte Ansicht vertritt unter anderen 
Geelmuyden, der die Umwandlung von Fett in Kohlehydrat im Tier- 
kérper als erwiesen erachtet*). Da es sich hier um ein von dem meinigen 
entferntes Arbeitsgebiet handelt, muB ich den Ernahrungsphysiologen 
die Entscheidung der Streitfrage tiberlassen. 

Auch in einer neuen Arbeit mit AK. Lohmann ist von mir gezeigt, 
daB der isolierte ruahende Warmbliitermuskel zwar in reiner Salzlésung 
neben Kohlehydrat auch EiweiB und wahrscheinlich auch Fett ver- 
brennt, besonders bei Hungertieren, daB dagegen in einer Lésung, deren 
Zuckergehalt dem des Blutes entspricht, die auf Eiwei®verbrennung 
zu beziehende Ammoniakabspaltung fast ganz unterbleibt und der 
Sauerstoffverbrauch durch Zuckerschwund gedeckt ist®). Der lebende 
Muskel wird aber ja unter allen Umstinden mit Blutzucker versorgt. 
Sollte jedoch wirklich den héheren Tieren die den Pflanzen sicher 
zukommende Fiahigkeit der Umwandlung von Fett in Zucker fehlen, 
und sollte sich beweisen lassen, daB Fett im Muskel direkt die Oxydations- 
energie fiir die Arbeit liefern kann, so wird der Kernpunkt meiner 
Feststellungen dadurch nicht beriihrt. Nach diesen wird der Kreislauf 
der Milchsiure durch die Oxydationsenergie unterhalten. Die Energie- 
bilanz lieB sich fiir den isolierten Kaltbliitermuskel auf Grund der 
nachweislichen ausschlieBlichen Oxydation von Kohlehydrat vollstandig 
feststellen. Damit konnte die Erklarung fiir den beobachteten Verlauf 
und Umfang der Kontraktionswirme quantitativ genau gefunden 


1) Biochem. Journ. 14, 290, insbesondere 345ff., 1920. 
2) Chemical Dynamies of Life Phaenomena, 8. 84. 

3) Lusk und Andersen, Journ. biol. Chem, 82, 421, 1917. 
*) Asher-Spiros Ergebn. d. ges. Physiol. 22, 51, 1923. 

5) Noch nicht veréffentlicht. 
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werden. DaB das Eiweib im Muskel den Weg itiber Kohlehydrat nehmen 
kann, ist durch die letztveréffentlichte Arbeit!) mindestens wahr- 
scheinlich geworden. Es bleibt dann noch iibrig, die Energiebilanz 
fiir den besonderen Fall der Fettverbrennung festzustellen, sobald im 
isolierten Organ dieser Mechanismus einwandfrei und reproduzierbar 
dargetan worden ist. Dies jedoch erscheint mir als Voraussetzung fiir 
die exakte Forschung auf unserem Gebjet und als Bedingung fiir den 
wissenschaftlichen Fortschritt tiberhaupt. 

Graham Lusk schlieBt seine Polemik mit der AuBerung, ,,daB es 
unsicher ist, Schliisse aus Versuchen am isolierten Gewebe zu ziehen, 
ohne itiber eine fundamentale Kenntnis der hauptsachlichsten Grund- 
siitze des Energiestoffwechsels zu _ verfiigen“. Diejenigen, die die 
umfangreiche Literatur iiber das von Lusk behandelte Problem einer 
etwaigen Umwandlung von Fett in Kohlehydrat studieren, werden 
geneigt sein, den Satz umzukehren und einen SchluB aus dem kom- 
plexen Geschehen des gesamten Organismus auf die Vorgiinge in den 
einzelnen Organen oder Geweben fiir um vieles unsicherer halten. In 
der Tat wiirde sich ja unsere Wissenschaft in einer eigenartigen Lage 
befinden, wenn man von ihr all dasjenige fortnehmen wollte, was aus 
Versuchen am isolierten Organ oder Gewebe wie dem Muskel erschlossen 





worden ist. 


1) Otto Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 
1925. 
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Uber die Pilzstirke (Amylose) bei Aspergillus niger vy. Tgh. 
und einige Bemerkungen iiber ihren diastatischen Abbau. 


Von 


Dorothea Schmidt. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Bakteriologie der Universitit 
Gottingen. ) 


(Eingegangen am 25. Marz 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 
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I. Einleitung. 


In verschiedenen Pilzen und Bakterien sind Polysaccharide gefunden 
worden, die sich mit Jod blau farben kénnen. In einigen Fillen sind es 
ausgesprochene Reservestoffe, in anderen ist ihre physiologische Bedeutung 
noch umstritten. Uber ihre chemische Zusammensetzung ist sehr wenig 
bekannt. Bei folgenden Arten ist eine solche Substanz nachgewiesen worden: 

Boletus pachypus'), Dematium?), Aspergillus niger*), Aspergillus 
oryzae*), Aspergillus fumigatus*), Aspergillus glaucus*), Penicillium, 
mehrere Arten*), Citromyces?), Beggiatoa mirabilis*), Thiosphaerella 
amylifera*), Spirillum amyliferum‘), Bacillus amylobacter®), Bacillus 
esterificans*), Pseudomonas trifclii*), Bacterium coli’), Bacterium xylinum, 
Bacterium pasteurianum, Bacterium kiitzingianum®); (bei diesen letzten 
drei Arten handelt es sich um Hemicellulosen, die in der Zellwand und im 


1) Bourquelot 1891, siehe J. Zellner, Chemie der héheren Pilze. Leipzig 
1907. 

2) Lindner, Tanret, Wehmer, Boas, siehe F. Boas, Beih. z. Botan. 
Centralbl., Abt. I, 36, 135, 1919. 

8) Nach A. Janke, Allgem. Techn. Mikrobiologie. Dresden und Leipzig 
1924. 

*) van Tieghem, Bull. Soc. botan. de Fr. 26, 65, 1879. 

5) Unter anderen G. Bredemann, Centralbl. f. Bakt., II, 28, 385, 1909. 

*) H. Huss, ebendaselbst, II, 19, 50, 1907. 

7) E. Ch. Grey, Biochem. Journ. 18, 712, 1924. 

%) Hansen, Meddeleiser fra Carlsberg Laboratoriet 3, 1894. 
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Schleim vorkommen). Auch eine von verschimmeltem Brot isolierte 
Rhizopusart konnte ich durch geeignete Ernahrungsbedingungen (20 Proz. 
Saccharose, 0,5 Proz. NH,N Os, 0,25 Proz. KH,PO,, 0,125 Proz. MgSQ,) 
zur Bildung eines solchen Stoffes veranlassen. Es ist anzunehmen, daB die 
Fahigkeit dazu noch weiter verbreitet ist. Auf den Zusammenhang der bei 
den Pilzen gefundenen Substanz mit dem Isolichenin der Flechten werde 
ich noch spiter eingehen. 

In den letzten Jahren haben F, Boas!) und H. Lappalainen®) aus- 
fiihrlich tiber diesen Gegenstand gearbeitet. Der Versuchspilz war bei 
H. Lappalainen immer, bei F. Boas meistens Aspergillus niger van Tieghem. 
Bei beiden findet sich eine Zusammenstellung der alteren Literatur dariiber 
Die wichtigsten Ergebnisse von Boas sind diese: Die Substanz ist in der 
Zellmembran und in der Nahrlésung nachzuweisen. Sie farbt sich wie 
Starke in der Kialte blau, in der Wiairme nicht mit Jod; nach Behandlung 
mit Diastase oder kochender verdiinnter Saure unterbleibt diese Reaktion, 
und Fehlingsche Lésung wird reduziert; in Kalilauge quillt die Substanz 
auf, die Jodreaktion aber ist auch nach Kochen mit KOH unverandert. 
{[a]jp = + 120 bis 160°, Sie ist in Wasser leicht léslich und wird durch 
Alkohol ausgefallt. Sie entsteht nur als ein pathologisches Produkt bei 
starker Aziditiit der Naihrlésung, was auf Saéurelaihmung der Pilzdiastase 
beruhen soll, und soll abgebaut werden, sobald durch Abnahme der Aziditat 
die Diastase wieder wirksam wird. Zu ihrem Aufbau kénnen ganz ver- 
schiedene Zucker, mehrwertige Alkohole und organische Saéuren als Kohlen- 
stoffquelle Verwendung finden, am giinstigsten aber ist Saccharose. Die 
Sonderstellung der Saccharose soll mit besonders geringer Diastasebildung 
beim Wachstum auf diesem Zucker zusammenhiangen. 

H. Lappalainen stellte fest, daB die Pilzstirke *) zuerst in der Membran 
gebildet, dann zum Teil in die Nahrlésung abgegeben wird; das soll unter 
giinstigen Wachstumsbedingungen normalerweise eintreten. Die Substanz 
soll die Funktion eines Membranstoffs und gleichzeitig eines Reservestoffs 
ausiiben. Die Verfasserin bestitigt die besonders giinstige Wirkung der 
Saccharose auf die Pilzstarkebildung und bringt eine Reihe von Beob- 
achtungen iiber den EinfluB der Temperatur und der Konzentration der 
Nihrstoffe, auf die ich spater eingehen werde. 





Il. Physiologie der Pilzstirke. 

Qualitdt der Kohlenstoffquelle. Auch ich habe ausschlieBlich mit 
Aspergillus niger gearbeitet. Meine erste Aufgabe war die weitere 
Aufklirung der Bedingungen fiir die Entstehung der Pilzstirke. Die 
zunichst liegende Frage war: Ist die giinstige Wirkung der Saccharose 
auf eine Synthese des Polysaccharids direkt aus diesem Disaccharid 
zuriickzufiihren, oder ist die Wirkung indirekt’ Letztere Annahme 


if) 

i 1) F. Boas, diese Zeitschr. 78, 308, 1917; 81, 80, 1917; Ber. d. deutsch. 
a botan. Ges. 87, 50, 1919; Beih. z. Botan. Centralbl., Abt. I, 36, 135, 1919; 
» Centralbl. f. Bakt. II, 56, 7, 1922. 


2) H. Lappalainen, Biochemische Studien an _ Aspergillus niger. 
Helsingfors 1919. 

3) Ich wiahle diesen Trivialnamen im Anschlu8B an Lappalainen, da der 
Ausdruck ,,lisliche Starke‘, den Boas gebraucht, im allgemeinen ein anderes 
Produkt bezeichnet, das nicht mit Pilzstiirke identisch ist. 
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erwies sich als richtig, und zwar kommt die Férderung in erster Linie 
darum zustande, weil aus diesem Zucker besonders viel Saure gebildet 
wird'). Wie schon Boas zeigte, ist Rohrzucker in seiner Wirkung auf die 
Pilzstarkebildung nicht durch Invertzucker zu ersetzen. Auch der 
Sauregrad ist gréBer bei Kulturen, die auf Saccharose gewachsen sind, 
als bei solchen auf einem Gemisch von Glucose und Fructose in aqui- 
valenter Menge; das geht sowohl aus meinen (unten mitgeteilten) 
Versuchen hervor wie aus denen von M. Molliard*), von denen ich erst 
nachtriaglich Kenntnis erhielt. Molliard fiihrt diese Erscheinung auf 
die dem Rohrzucker beigemengten Verunreinigungen zuriick; iiber 
deren chemische Natur sagt er nichts aus, so daB der Zusammenhang 
mit der Séiurebildung unklar bleibt. Mir scheint die Annahme niher 
zu liegen, daB der unbestindige Sauerstoffring im Fructoseanteil der 
Saccharose®) dafiir ausschlaggebend ist, der ja dieses Disaccharid auch 
sonst besonders reaktionsfahig macht. Ich méchte diesen Vorgang 
der Saurebildung in Parallele setzen zu der Bildung von Acetaldehyd*) 
im Gewebebrei, der nach Neuberg und Gottschalk aus Glykogen drei- 
bis fiinfmal so stark ist wie aus Glucose, was Kuhn*) auf die verschieden- 
artige Lage der Sauerstoffringe in den beiden Verbindungen zuriickfihrt. 

Bei den folgenden Versuchen wurde nur die potentielle, nicht die 
aktuelle Saure bestimmt; diese Messung geniigt, da es sich meist um starke 
Séuren handelte, und da es ja nur auf Vergleichswerte, nicht auf eine 
absolute Ermittlung der H’-Konzentration ankam. Als Indikator wurde 
Phenolphthalein gewahit, dessen Farbumschlag nicht wesentlich durch den 
vom Pilz produzierten gelben Farbstoff gestért wird. Die Jodreaktion 
wurde immer makroskopisch an einem mit der Platinnadel entnommenen 
Stiick Mycel auf einem Uhrglase mit n/100 Jodlésung gepriift. Sie tritt 
nicht immer momentan ein: wahrscheinlich tut sie es nur, wenn die Pilz- 
starke sich auf der AuBenfliche der Zellwand befindet. 


Versuch: Vier Kulturen wurden in Erlenmeyerkolben von je 
300 cem Inhalt mit 50 com Nahr'ésung angesetzt, die 0,5 Proz. NH,NO,, 
0,25 Proz. KH, PO,, 0,125 Proz. MgSO, in destilliertem Wasser auf- 
gelést®) enthielt. AuBerdem bekamen zwei der Kolben 5,7 Proz. 
Saccharose, die beiden anderen in Aquivalenter (auf Invertzucker 
berechneter) Menge — je 3 Proz. — Glucose und Fructose. Tempe- 
ratur 30°. Ein Paar Kulturen wurde 3 Tage, das andere 5 Tage nach 
der Impfung geerntet. 


1) AuBerdem vielleicht durch geringere Diastasebildung (Boas). 

2) M. Molliard, C. r. 178, 161, 1924. 

8) Vgl. M. Berqmann, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 56, 1227, 1923. 

4) C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924, 

5) R. Kuhn, ebendaselbst 57, 1965, 1924. 

6) Soweit nichts anderes bemerkt ist, wurden die Mineralsalze immer 
in dieser von H. Lappalainen angegebenen Mischung angewandt. 
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10 ccm Nahrlosung 
Mycelentwicklung Jodfarbung a tr. 
ccm 
3 Tage auf Saccharose stark faltig, fest stark blau 21,6 
3 Tage auf schwach und weich | braun, Spuren 8.1 
Glucose + Fructose blau 
5 Tage auf Saccharose nod ooidion slesniich | schmutzigblau 17,2 
5 Tage auf | gleichm&Big stark, braun 14.2 
Glucose + Fructose ‘ faltig und fest | 


Die starkere Saurebildung auf Saccharose tritt klar hervor, wenn 
auch bei der 5 Tage alten Kultur nicht so scharf wie bei der 3 Tage 
alten; vielleicht hat bei dieser schon der Riickgang der Aziditat ein- 
gesetzt. Die gréBere Anhaufung von Pilzstarke in den Saccharose- 
kulturen ist auch zu erkennen. Bewiesen wird die ausschlaggebende 
Bedeutung der Saurebildung aber erst durch das Ergebnis, das ich 
bei Saéurezusatz erhielt: 

Vier Kolben wurden vor der Sterilisation genau so beschickt wie 
im ersten Versuch, nachher aber bekamen sie je 0,4ccm einer an- 
nahernd 10 n Schwefelsiiure. Temperatur 30°. 











Mycelentwicklung Jodfarbung 
4 Tage auf Saccharose kaum gekeimt -- 
4 Tage auf schwach gewachsen, Oberseite stark und 
Glucose + Fructose einzelne Inseln rein blau 
9 Tage auf Saccharose nur eine der beiden blau 


Kulturen schwach ge- 
wachsen, eine kjeine Insel 


9 Tage auf fast liickenlos iiber die blauschwarz, Unterseite 
Glucose -}+ Fructose ganze Oberfliche hin _ tiefer als bei der Saccha- 
gewachsen rosekultur 


Bei diesem starken Saurezusatz sind also die auf Glucose + Fruc- 
tose gewachsenen reicher an Pilzstairke als die auf Saccharose ge- 
wachsenen Kulturen. Die Ursache liegt wahrscheinlich in der bei 
Saccharose eingetretenen Wachstumshemmung, die ja in der Tabelle 
deutlich zum Ausdruck kommt. Das Saiuremaximum ist offenbar 
abhangig von der Art der Kohlenstoffquelle. 


Versuch: Vier Kulturen wurden angesetzt auf 5 Proz. Glucose, 
Fructose, Lactose bzw. Glycerin, mit so viel H,SO,-Zusatz, daB die 
Nahrlésung 0,12 séurenormal ist; die tibrigen Bedingungen wie oben. 











Pilzstarke bei Aspergillus niger. 227 
] Mycel am dritten Tage | Mycel am sechsten Tage ae 9 
Glucose am besten gewachsen, jgroBe Masse, stark faltig, stark blau 
Inseln mit scharfem, | einzelne Konidien 
wulstigem Rand 
Fructose | Inseln mit weniger | etwas weniger Masse, | stark bleu 
scharfem Rand faltig, keine Konidien 
Lactose Inseln mit durchsichtig diinn, braun 
verschwommenem Rand | schleimig 
Glycerin eben gekeimt | einzelne kleine, stark stark blau 


gewolbte Inseln 


Die braune Jodreaktion der Lactosekultur hangt mit ihrer weichen, 
schleimigen Beschaffenheit zusammen; Lactose ist ja bekanntlich fiir 
Aspergillus nicht oder nur (in saurer Lésung) schwer angreifbar. Nicht 
nur der Pilzstarkegehalt der Nahrlésung, wie schon H. Lappalainen 
feststellte, sondern auch der des Mycels selbst tritt fast nur mit dessen 
starker, welliger Ausbildung zusammen auf. 

Qualitdt und Quantitat der Stickstoffquelle. Solche diinnen, weichen, 
pilzstarkefreien Kulturen erhalt man oft, wenn man Pepton als einzige 
oder auch neben einer anderen Kohlenstoffquelle gibt; schon | Proz. 
Pepton neben 10 Proz. Rohrzucker geniigt meistens, um die bei Rohr- 
zucker gewohnliche Entwicklung zu hemmen. Das hiangt vielleicht 
mit der von EHuler') festgestellten Tatsache zusammen, dab Aspergillus 
niger bei Peptonzusatz zur Nahrlésung besonders reichlich Diastase 
bildet. Die Bedeutung der Diastase fiir das Auftreten und Verschwinden 
der Pilzstarke hat Boas mehrfach hervorgehoben; ich komme noch 
einmal darauf zuriick. 

Bei Verwendung von Asparagin als Nahrstoff bekam ich in bezug 
auf die Pilzstirkebildung ein ahnliches Ergebnis wie bei Pepton, der 
Habitus der Mycelien aber war immer kraftig, fest und faltig. Hier 
wurde auch untersucht, welche Rolle die Quantitat der Zugabe spielt. 
Der AnlaB dazu war die Angabe von H. Lappalainen, eine bestimmte 
GréBe des Quotienten Stickstoffkonzentration : Kohlenstoffkonzen- 
tration sei zur Pilzstarkebildung erforderlich. 

Sieben Kulturen wurden angesetzt in Erlenmeyerkolben von 
300 cem Inhalt mit je 50 cem Nahrlésung. 5 Proz. Rohrzucker, 0,25 Proz. 
KH,PO,, 0,125 Proz. MgSO,, in geometrischer Reihe ansteigende 
Mengen Asparagin: 0,156, 0,312, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 Proz. Tem- 
peratur 27°. 2 Tage nach der Impfung bekam jede Kultur 1 cem 
20proz. H,SO,; am nachsten Tage reagierten die Mycelien der drei 
niedrigsten Konzentrationen stark blau mit Jod,. das vierte noch 





1) H. v. Euler, Chemie der Enzyme I, 296, Miinchen und Wies- 
baden 1920. 
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einigermaben, das fiinfte sehr wenig, das sechste und siebente nur 
noch in Spuren. Daraufhin wurde noch eine Reihe unter denselben 
Bedingungen, nur ohne Saurezusatz, gezogen und im Alter von 3 Tagen 
geerntet. Alle Kulturen waren pilzstarkefrei. Die Mycelien wurden 
halbiert, je eine Halfte 24 Stunden auf 0,7 n H,SO, bei 30° gehalten, 
die andere bei 16° 15 Stunden auf 40 ccm 0,2proz. Lésung léslicher 
Starke, der 1 cem Toluol zugesetzt war. Dann wurde bei der ersten 
die Jodreaktion des Mycels, bei der zweiten die der Starkelésung gepriift. 
Der Sauregehalt der Nahrlésung wurde titrimetrisch bestimmt. Es 
ergab sich ein Absinken der Pilzstarkebildung, ein nicht ganz gleich- 
maBiges Ansteigen der Diastasewirksamkeit und der Aziditat mit 
dem Ansteigen der vorher gegebenen Asparaginkonzentration. 





~ ; l carne a 
Asparagin- Verbrauch an n/30 NaOH aut Jodreaktion der Jodreaktion des auf Saure iiber- 


konzentration 10 com der Nahrlésung |” Stiirkelésung tragenen Mycels 
Proz. com | 
0,312 17.8 rot , 
0.625 52'5 | viniett mehr blau als braun 
1,25 22,3 | violett ) zu gleichen Teilen ge- 
25 34.6 | rotviolett {| mischt blau und braun 
5 43,1 rotviolett | 
10 53.0 aa mehr braun als blau 


Es fallt auf, daB die Kulturen, die die meiste Siure bildeten, am 
wenigsten Pilzstarke produzierten. 

Bei Verwendung von NH,N 0, ist das Gegenteil der Fall. Die quali- 
tative Bedeutung von mineralsaurem Ammonium, die darin liegt, daB bei 
seiner Assimilation die Mineralsiure frei wird, ist schon durch Boas klar- 
gestellt worden. Ich fand mit Erhéhung der N H,N O,-Konzentration eine 
Abnahme der Mycelmasse, aber eine Steigerung der Pilzstarkebildung; 
das liegt offenbar an der starkeren Séurebildung. 

Versuch: Sechs Kulturen wurden angesetzt in Erlenmeyerkolben von 
300 cem Inhalt mit je 50 cem Nah-lésung. 10 Proz. Rohrzucker, 0,125 Proz. 
MgS80O,, 0,25 Proz. KH,PO,. Temperatur 20°. 








NH,NOs-Konzentration 0,125 Proz. “0,25 Proz. | 0,5 Proz. | 1 Proz. | 2 Proz. | 4 Proz 


Jodreaktion im Alter fast nur braun ‘blau und braun gemischt stark 
von 5 Tagen blau 


In einem Versuch mit K N O, erwies sich die Erhéhung des Quotienten 
Stickstoffkonzentration : Kohlenstoffkonzentration als belanglos fiir die 
Pilzstarkebildung. Um die verschiedene Héhe der Siurebildung méglichst 
auszuschalten, bekamen die Kulturen je 0,5 Proz. NH,NO, wie sonst, 
auBerdem aber K NO, in variierter Menge. Da in Gemischen verschiedener 
Stickstoffverbindungen nach Boas die Ammonsalze der Mineralséuren 
immer bevorzugt werden, war eine wesentliche Anderung der Aziditat 
bei einer Assimilation des KNO, (wenigstens in der ersten Zeit des 
Versuchs) nicht zu _ befiirchten. Sechs Erlenmeyerkolben von 100 ccm 
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Inhalt bekamen je 25 ccm Nahrlésung, 5 Proz. Rohrzucker, 0,25 Proz. 
KH, PO,, 0,125 Proz. MgSO,. Temperatur 30°. 2 Tage nach der Impfung 
ist eine deutliche Abnahme der Mycelmasse mit Steigerung der Nitrat- 
konzentration zu erkennen, wie im vorigen Versuch, auBerdem aber eine 





Abnahme der Blaufairbung mit Jod. 
K NOy-Zusatz “= | 05Proz. 1Proz.  2Proz. 4 Proz. $ Proz. 
Jodreaktion ziemlich blau stark blau | weniger blau | Spur blau 


Die geringere Pilzstarkebildung der hohen Konzentrationen ist hier 
auf das schwiachere Wachstum zuriickzufiihren; denn bei langerer Ver- 
suchsdauer reagieren simtliche Kulturen stark blau mit Jod, die letzte 
12 Tage nach der Impfung. Die Mycelmasse der niedrigeren Konzentrationen 
wird hier allerdings nicht erreicht. 

Uberblickt man die Stickstoffversuche, so ist klar, daB diejenigen 
mit NH,N 0, allein lediglich in bezug auf die Saurewirkung des Anions 
anzusehen sind. Die Versuche mit gleichzeitigem Zusatz von KNO, 
neben NH,NO, k6énnen weiterhin nicht allein vom Gesichtspunkt 
des reinen Stickstoffumsatzes betrachtet werden. Denn NH,NO, 
ist fiir alle gleich; eine erhéhte Stickstoffverarbeitung bei der steigenden 
KNO,-Menge miiBte freies Alkali bilden, so da® das Bild nicht ein- 
deutig wire. Dagegen zeigen die Asparaginversuche, dab Lappalainens 
Anschauung zutreffend sein diirfte; denn bei gleicher anorganischer 
Saure war die Pilzstarkebildung mit sinkender Stickstoffversorgung 
gréBer, obwohl bei héherer Asparaginzufuhr die Bildung (organischer) 
Sauren ganz erheblich starker war. Es scheint also, dab eine reichliche 
Stickstoffernahrung (von der Anionensiurewirkung abgesehen) den 
Kohlehydratstoffwechsel zuriickdrangt, der andererseits bei geringerer 
Stickstoffversorgung in den Vordergrund tritt und unter geeigneten 
Saurebedingungen zur Pilzstarkebildung fiihrt. Allgemein kommt ja 
dem Stickstoff-Kohlehydratverhaltnis eine auBerst wichtige Rolle bei 
den Stoffwechselvorgingen zu. 





Quantitdt der Kohlenstoffquelle. Der Satz von Waterman'), dab 
Anderungen der Konzentration und Temperatur nur die Geschwindig- 
keit des Stoffwechselprozesses beeinflussen, ist nicht richtig. Noch 
deutlicher tritt das bei Variation der Kohlenstoffkonzentration hervor. 
’ Waterman gibt in zwei Arbeiten?) an, er habe Glykogen bei Aspergillus 
, niger gefunden. Auf die Frage, ob es sich bei seinen Versuchen wirklich 
um Glykogen handelte, komme ich noch zuriick. Jedenfalls bekam 
auch ich unter Anwendung seiner Versuchsbedingungen Mycelien, die 
sich mit Jod braun farbten; diese Jodreaktion habe ich ja auch sonst 


') H. J. Waterman, Folia Microbiologica I, 4, 422. 
2) Derselbe, 1. c. und Zeitschr. f. Garungsphysiol. 3, 1, 1913. 
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schon mehrfach erwahnt. Watermans Nahrlésung hatte die Zusammen- 
setzung: 2 Proz. Saccharose, 0,05 Proz. NH,Cl, 0,05 Proz. KH, PO,, 
0,02 Proz. MgSO,, unterscheidet sich also von den von Boas und 
Lappalainen angewandten nur durch die Konzentration der Nahr- 
stoffe. Hier muB also der Grund liegen, weshalb Waterman niemals 
blaue, Boas niemals braune Jodreaktion erwahnt. In der Tat erhielt 
ich bei Variation der Zuckerkonzentration nur auf den mittleren Kon- 
zentrationen blaue, auf den unteren und oberen braune Jodreaktion. 





Versuch: Sechs Erlenmeyerkolben von 100 ccm Inhalt, 25 cem 
Nahrlésung, Mineralsalze wie sonst, Temperatur 30°. 





a 1.25Proz. 2,5 Proz. 5 Proz. 10 Proz 20 Proz. 40 Proz. 
Jodreaktion fast rein unten annéhernd gleich, |gemischt,) rein 
im Alter von braun braun, stark blau | mehr braun 

3 Tagen oben blau | braun | 


Die mittleren Mycelien sind stark und wellig, die unteren und 
oberen schwacher, die oberen ganz glatt und weich. Zwischen 5 und 
10 Proz. Saccharose liegt das Optimum. Hier ist das Wachstum so 
intensiv und die Ausbildung des Mycels so kraftig, wie sie unterhalb 
und oberhalb des Optimums auch bei einer Ausdehnung des Versuchs 
bis zum Eintritt deutlicher Autolyse nicht erreicht wird. Dab dies 
fiir die niedrigeren Konzentrationen gilt, liegt auf der Hand, weil hier 
schlieBlich Nahrstofferschépfung eintreten muB. Die Giiltigkeit auch 
fiir die héheren Konzentrationen geht aus folgendem Versuch hervor: 

Sieben Petrischalen von 9cm Durchmesser mit je 50 cem Nahr- 
lésung, Mineralsalze wie sonst, Rohrzuckerkonzentration variiert. 
Temperatur 30°. Impfung 2. Mai. Ergebnis in Tabellenform s. f. 8S. 

Die quantitative und auch die qualitative Entwicklung (die Natur 
des gebiideten Polysaccharids) ist von der Konzentration des Rohr- 
zuckers abhangig. Es ist anzunehmen, daBb diese Regel auch fiir andere 
Kohlenstoffquellen gilt; das Gesetz der Héchstentwicklung bei einem 
Konzentrationsoptimum trifft ja allgemein zu. H.Lappalainen fand 
auch fiir Dextrose bei mittlerer Konzentration die langste Dauer der 
Pilzstarkereaktion, was sie damit erklirt, daB hier ,,weder das Enzym 
oder die Enzyme noch freie Siuren“') produziert werden. Ich konnte 





‘ 

{ hingegen zeigen, daB gerade im Zusammenhang mit dem starksten 

‘ Wachstum die starkste Siuremenge gebildet wird, und gerade darauf 
fiihre ich die Pilzstirkebildung bei den betreffenden Konzentrationen 
zuriick. 


') H. Lappalainen, Biochemische Studien an Aspergillus niger, 8. 14. 
Helsingfors 1919. 
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Versuch: Drei Reihen von Pilzkulturen wurden in Erlenmeyer- 
kolben von 100 ccm Inhalt mit je 25 cem Nahrlésung gezogen, Mineral- 
salze wie sonst, Saccharosekonzentration in geometrischer Reihe ge- 
steigert. Die erste Reihe wurde bei 20°, die beiden anderen bei 30° 
gehalten, die erste nach 6 Tagen geerntet, von den beiden anderen 
eine auch nach 6 Tagen und eine nach 3 Tagen, weil sie zu dieser Zeit 
augenscheinlich schon so weit entwickelt war, wie die bei 20° gezogene 
Reihe am sechsten Tage. Am Erntetage wurde in simtlichen Nahr- 
lésungen die gebildete Saure durch Titrieren mit n/30 NaOH (Indi- 
kator Phenolphthalein) bestimmt; die erhaltenen Werte sind in den 
Kurven (Abb. 1) dargestellt. Auf der Abszisse ist der urspriingliche 
Prozentgehalt an Saccharose abgetragen, auf der Ordinate die Saure- 
normalitat der Nahrlésung, ausgedriickt durch das Quantum n/30 NaOH, 
das zur Neutralisation von 10 ccm dieser Lésung 
notwendig ist. Alle drei Kurven steigen anfangs 
steil an bis zu einem Maximum, fallen dann ab, 
zuerst ziemlich steil, nachher recht flach. Dieses 
Verhalten stimmt mit der Ausbildung des Mycels 
iiberein; bis zu 8 Proz. aufwarts ist es kraftig, 
spréde und faltig, von 16 Proz. ab an Masse ab- 
nehmend, weich und glatt. Auch die Zu- und 
Abnahme des Pilzstarkegehaltes geht parallel mit 
der Kurve. Wenigstens der anfangs unerklarlich 
steile, nachher flache Abfall kommt auch in 
diesen Eigenschaf- 
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20 
~ ten klar zum Aus- 
druck, der Anstieg 
7) bis zum Optimum 
Abb. 1. ist hier weniger 
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Kurve I'l: 6 Tage bei 30° gewachsen. der Saurekurve in 


den bei 30° ge- 

zogenen Reihen zwischen | und 2 Proz. und der erneute Anstieg 

zwischen 2 und 4 Proz. scheint regelmaBig aufzutreten, wenigstens 

zeigten ihn vier Titrationsreihen iibereinstimmend, darunter auch 

4 eine, bei der mit Sporenemulsion, also so gleichmaBig wie méglich, 


(| geimpft worden war. Doch wurde diese Erscheinung nicht weiter 
5 verfolgt. In der bei 30° gezogenen 6 Tage alten Kultur ist das 
i} Maximum gegen das der 3 Tage alten nach rechts verschoben. Das 


hangt wahrscheinlich mit der haufig bemerkten Tatsache zusammen, 
daB bei niedrigen Konzentrationen der ganze Entwicklungsgang 
schneller durchlaufen wird, und infolgedessen hier der Sauregrad schon 
wieder zuriickgeht, wahrend er bei hGheren Konzentrationen noch steigt. 
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Temperatur. Das auffallend hohe Sauremaximum in der bei 20° 
gezogenen Reihe paBt gut zu der Angabe von Wehmer'), nach der 
3 Aspergillus niger bei 35° weniger Oxalsaure produziert als bei 15 bis 20°. 
) Merkwiirdig ist dagegen der verschiedene EinfluB der Temperatur- 
verschiebung auf die Saure- und die Pilzstarkebildung. Denn sowohl 
bei Boas als auch bei Lappalainen findet sich die Angabe, zur Bildung 
der Pilzstarke sei eine Temperatur von mindestens 30° erforderlich. 
Meinen Versuchen nach ist sie zwar bei 20° auch noch méglich, aber 
bei 30 bis 40° intensiver; also gerade da starker, wo die geringere Menge 
Saure gebildet wird. Bei den drei Reihen der Kurve reagierten die 
mittleren Kulturen der beiden 30°-Reihen tiefer blau mit Jod als die 
mittleren Kulturen der 20°-Reihe. Auch verschiedene Diastasewirksam- 
keit ist kaum dafiir verantwortlich zu machen, denn das Temperatur- 
optimum der Aspergillusdiastase liegt wie das der meisten Enzyme 





liber 30°. 


Versuch; Ein Enzymextrakt, der durch Zerreiben einiger starker 
Mycelien mit Sand und Wasser gewonnen war, wurde mit Starkelésung 
versetzt und das Gemisch in drei gleiche Teile geteilt. Der erste wurde 
bei 16°, der zweite bei 30° und der dritte bei 58° gehalten. Nach | Stunde 
war die Jodreaktion im ersten noch fast rein blau, im zweiten violett- 
rot, im dritten rot. 

Es muB also ein anderer, noch unbekannter Faktor fiir den Einflub 
der Temperatur auf die Pilzstarkebildung verantwortlich sein. Darauf 
komme ich noch zuriick. 


Schichthéhe der Nahrlésung: Vorher ist noch die Bedeutung der Schicht- 
dicke der Nahrlésung zu erwahnen. 

Zwei Kulturen wurden angesetzt in zwei Flaschen mit gleicher Grund- 
flache und senkrechter Seitenwand, die eine bekam 25 ccm, die andere 
250 ecem derselben Niahrlésung (Zusammensetzung wie gewohnlich, 5 Proz. 
Rohrzucker). Die Oberflache der Nahrlésung ist also in beiden gleich, 
die Schichthéhen verhalten sich wie 1:10. Nach viertaégigem Wachstum 
bei 30° haben beide dichte, starke Pilzdecken; die auf 25 ccm ist spréde, 
lederig, faltig, Unterseite und Nahrlésung sind kraftig gelb gefirbt, die 
Jodreaktion ist stark blau; die auf 250 ccm ist samtig, die Nahrlésung 
kaum sichtbar gelblich, die Jodreaktion fast rein braun. Das Zustande- 
kommen dieses Gegensatzes ist leicht zu erklaren: produziert der Pilz in 
beiden Kulturen dieselbe Menge potentieller Saure, so wird die H’-Kon- 
zentration, von der ja der ganze Stoffwechsel abhangt, doch in der ersten 
gréBer als in der zweiten. Handelte es sich nur um bekannte schwache 
Saéuren, so lieBe sich die Differenz nach der Ostwaldschen Verdiinnungs- 
gleichung berechnen. Da das nicht der Fall ist, geniigt es, darauf hinzuweisen, 
daB die Anderung des Fliissigkeitsvolumens und der Aziditaét einander 
nicht vollkommen umgekehrt proportional sind. 


1) C. Wehmer, Botan.-Ztg. 49, 538, 1891. 














234 D. Schmidt: 


Die produzierte Saéuremenge scheint an sich, ohne Beriicksichtigung 
des Dissoziationsgrades, nur abhangig von der Zuckermenge in der Volumen- 
einheit der Fliissigkeit und unabhangig von der Zuckermenge zu sein, die 
auf die Einheit der Oberfliche entfallt. EinigermaBen wird diese Vermutung 
durch den folgenden Versuch bestitigt. Acht Kulturen wurden in Flaschen 
von gleicher Grundflache und senkrechter Seitenwand angesetzt. Mineral- 
salze wie gewohnlich, bei allen in derselben Konzentration, Temperatur 20°. 


Reihe I: 
Kultur | erhalt 10cem Nahrlésung mit 20,00 Proz. Saccharose 
» 8B wm Wiss ” in 3000 ” 
va ,.. we Oe * > o» 
” ae ae - a, maw o 


Reihe 2: 


Kultur 5 erhalt 10cem Nahrlésung mit 10,00 Proz. Saccharose 


S + me = oe » ee 
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Innerhalb jeder Reihe ist die Saccharosemenge pro Flacheneinheit in 
allen Kulturen dieselbe. Ware die Saurebildung von dieser GréBe abhingig 
so miBten der Pilzstarkegehalt und die anderen damit zusammenhiangenden 
Eigenschaften von | bis 4 und von 5 bis 8 gleichmaBig abnehmen. Das ist 
aber nicht der Fall; die Jodreaktion ist in den beiden mittleren Kulturen 
jeder Reihe mehr blau als braun, in den iibrigen mehr braun als blau. Mit 
Ausnahme der Stellung der Kultur 5 paBt das Ergebnis zu den angenommenen 
Beziehungen. Eine nahere Untersuchung der Frage liegt nicht im Rahmen 
dieser Arbeit. 

Zusammenfassend la6t sich tiber die AuBeren Entstehungs- 
bedingungen der Pilzstarke sagen, daB ihre Wirkung sich zum Teil, 
aber nicht vollstandig, auf Saure- und Diastasebildung zuriickfiihren 
laBt bzw. auf die Rolle, die eine Steigerung des Verhaltnisses N : C 
spielt durch Zuriickdrangen des Kohlehydratstoffwechsels gegen den 
N-Stoffwechsel. Der unerklirte Rest (Temperatur) weist darauf hin, 
dai an der Bildung der Pilzstarke noch andere Faktoren beteiligt sind, 
deren Zusammenhang mit den eben besprochenen nicht ohne weiteres 
zu erkennen ist. 

Bildung einer Vorstufe. Sie liegen im Innern der Pilzzelle. Die 
Pilzstarke wird nicht direkt aus den Zuckermolekiilen synthetisiert, 
in die sie sich spalten laBt. Das ist schon aus der gleich guten Verwert- 
barkeit der verschiedenen Kohlenstoffquellen fiir Pilzstarkekulturen 
zu erkennen, sowie aus dem Umstand, daB sie nie in ganz jungen 
Mycelien auftritt. Sie entsteht vielmehr aus einer im Pilzkérper ge- 
bildeten Vorstufe, wie der folgende, mehrfach wiederholte Versuch 
zeigt: Ein junges Mycel, das auf der gewéhnlichen') Nahrlésung ge- 


1) Diese enthalt, wenn nicht anders angegeben, 5 Proz. Saccharose ; 
Mineralsalze s. 8S. 225. 
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wachsen ist und erst eine diinne, noch pilzstarkefreie Decke bildet — 
dieser Entwicklungsgrad wird bei 20° in den meist verwendeten kleinen 
Kolben im allgemeinen in 2 bis 3 Tagen erreicht —, wird abgenutscht, 
ausgewaschen und auf eine Nahrlésung iibertragen, die die tiblichen 
Mineralsalze, dazu 0,5 Proz. H,SO,, aber keine organische Substanz 
enthalt. Nach 2 oder 3 Tagen wurde durch Jodzusatz auf Pilzstairke 
gepriift. Die Reaktion fiel regelmaBig positiv aus, manchmal sogar 
sehr stark, d. h. die Pilzstarke entsteht unter geeigneten Aziditats- 
bedingungen auch bei zeitweiligem Kohlenstoffhunger, also wahr- 
scheinlich durch Umlagerung oder Abbau einer ebenfalls hochmole- 
kularen Verbindung. Es ist meines Erachtens kaum anzunehmen, 
da der Organismus in Hungerzeiten ein niedrig molekulares Kohle- 
hydrat zu einem héher molekularen polymerisiert, anstatt es zu veratmen. 

Chemische Natur der Vorstufe. Nun erhebt sich die Frage: Welches 
ist die Vorstufe der Pilzstirke ‘ Pilzstarkefreies Mycel farbt sich braun 
mit Jod, was Waterman als Glykogenreaktion deutete. Neben dieser 
Jodfarbung hat er nur noch einen Nachweis dafiir, namlich die Re- 
duktion Fehlingscher Lésung durch den mit kochender H Cl gewonnenen 
Pilzextrakt. Danach erscheint es mir recht zweifelhaft, ob er wirklich 
Glykogen gefunden hat. Denn ein von Pilzstarke befreites oder auch 
urspriinglich freies Mycel farbt sich immer mehr oder weniger braun 
mit Jod, auch nach dem Kochen mit verdiinnter Saure oder Lauge. 
auch nach achtstiindiger Extraktion mit Wasser im Soxhletapparat. 
Wendet man dieses Extraktionsverfahren auf pilzstarkefreies Mycel 
an, so geht zwar ein Polysaccharid in Lésung, das beim Kochen mif 
Saure reduzierenden Zucker liefert; dieses farbt sich aber nicht mit 
Jod oder wenigstens nur so schwach gelblich, da es nicht der Trager 
der Jodreaktion im Mycel sein kann. Dagegen erhalt man mit Chitin 
eine schéne braune Jodreaktion:; Chitin ist an der Zusammensetzung 
der Zellmembran von Aspergillus niger beteiligt und hat durchaus die 
Resistenz gegen chemische Angriffe, die nach den genannten Versuchen 
von dem braun mit Jod reagierenden Stoff des Pilzes zu erwarten ist. 
Was die fragliche Umwandlung von Glykogen in Pilzstarke angebt, 
sv laBt sich nur feststellen, daB Aspergillus zwar Glykogen abbaut, 
da aber Heinze') in seiner ausfiihrlichen Arbeit iiber diesen Gegen- 
stand nie ein mit Jod blau farbbares Zwischenprodukt bemerkte. 
Auch ich konnte weder mit noch ohne Saurezusatz eine solche Substanz 
aus Glykogen gewinnen. 

Weiter war denkbar, die Pilzstarke entstande durch Desamidierung 
mit nachfolgender Umlagerung des Chitins. Ihre Entstehung miibte 
dann mit groBer Wahrscheinlichkeit durch Ubertragen einer jungen 


1) B. Heinze, Centralbl. f. Bakt. Il, 12, 43, 177, 355, 1904. 


TUT a TS 








236 D. Schmidt: 


Kultur auf stickstofffreie Nahrlésung zu bewirken sein; ohne Saure- 
zusatz gelang das aber nicht. Ausgeschlossen wird die Méglichkeit 
der Umwandlung des Chitins durch den Nachweis, daB der Pilz nicht 
imstande ist, Chitin anzugreifen. 

Der Boden dreier Erlenmeyerkolben von 300 ccm Inhalt wurde 
mit Watte bedeckt und diese in zwei Kolben mit reinem, aus Krabben- 
panzern nach der Methode von Brach') dargestelltem Chitin bestreut. 
(Die Watte dient nur dazu, das Chitin an der Oberflaiche zu halten.) 
In allen drei Kolben wurde die Watte mit 50 cem Nahrlésung von der 
gewohnlichen Zusammensetzung, aber ohne Stickstoffverbindung, 
getrinkt; alle drei wurden stark geimpft und bei 30° gehalten. In allen 
drei Kolben trat ein ganz schwaches Wachstum ein; nach 3 Tagen 
war ein auBerordentlich diinnes, kaum makroskopisch sichtbares 
Hiutchen gebildet, das auch nach 2 Wochen nicht starker wurde. 
Nach einer Woche hatten alle drei Kulturen einige Konidien; Pilzstarke 
wurde nur nach Saurezusatz gebildet. Das Chitin blieb intakt, seine 
Jodreaktion anderte sich nicht, und das Wachstum darauf war ebenso 
gering wie in dem Kontrollkolben. Ob dieses Wachstum durch den 
Stickstoffgehalt der Sporen oder eine Verunreinigung einer der zu- 
gegebenen Substanzen, etwa der Watte, erméglicht wurde, ist hier 
belanglos. 

Die meisten Griinde sprechen wohl fiir die Annahme, daB das 
Paradextran oder die wahrscheinlich damit identische Fungose die 
Vorstufe ist. Dieses Polysaccharid wurde 1897 von Tanret®) als Be- 
standteil der Zellmembran bei Aspergillus glaucus, 1902 von Jwanoff*) 
bei Aspergillus niger nachgewiesen. Ich konnte ein Polysaccharid aus 
pilzstirkefreien Mycelien darstellen, das wahrscheinlich Paradextran 
ist. Die Kulturen waren 5 Tage auf einer Nahrlésung gewachsen, die 
durch Ersatz des NH,NO, durch KNO, von der iiblichen abwich; 
sie farbten sich rein braun mit Jod. Sie wurden 6 Stunden im Soxhlet- 
apparat mit Wasser extrahiert, der Extrakt mit Alkohol versetzt, der 
dabei entstehende Niederschlag nach dem Absetzen abgenutscht, in 
kochendem Wasser wieder gréBtenteils gelést und die Lésung unter 
dauerndem Filterwechsel durch einen Heifwassertrichter von dem 
schwarzlichen Riickstand abfiltriert. Beim Abkiihlen scheidet sich 
aus der Lésung ein rein weiber, gallertiger Niederschlag ab. Er farbt 
sich fast gar nicht mit Jodjodkalium, gelb mit Chlorzinkjod, blau mit 
Jod und Schwefelsiure. Beim Kochen mit Saure liefert er ein Produkt: 
das Fehlingsche Lésung und alkalische Jodlésung reduziert und die 
Farbreaktionen der Aldohexosen gibt. Eine besondere Reaktion fiel 


1) Brach, diese Zeitschr. 38, 468. 
*) Siehe J. Zellner, Chemie der héheren Pilze. Leipzig 1907. 
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mir an dem Praparat auf, die es mit der Pilzstarke teilt; beim Ein- 
dampfen der Lésung bildet sich an der Oberflache der Fliissigkeit ein 
Hautchen, wie es Tanret') bei Amylose beschrieben hat. Das Para- 
dextranhautchen fiarbt sich nicht mit Jod und gibt nach dem Kochen 
mit Saure die oben genannten Zuckerreaktionen. Vielleicht liegt die 
Gemeinsamkeit dieser Reaktion an einer chemischen Verwandtschaft 
zwischen Paradextran und Pilzstarke?). Einen sicheren SchluB lassen 
diese Reaktionen allerdings noch nicht zu. 


Umwandlung der Vorstufe durch ein Enzym. Die niachste Frage 
war: Geht die Umwandlung der Vorstufe in die Pilzstarke unter Be- 
teiligung eires Enzyms vor sich oder lediglich unter dem EinfluB der 
freien Saiure’? Boas hatte friiher die Alternative gestellt: Wird die 
Pilzstarke aus Zucker durch Saure i. st. n. synthetisiert oder durch ein 
Enzym? Er kam damals zur Annahme der zweiten Méglichkeit auf 
Grund der Beobachtung, da Saurezusatz vor der Impfung auf Nahr- 
lésungen die Bildung von Pilzstarke bewirkt, wo sonst keine entsteht. 
Spater nahm er diesen SchluB zuriick und sagte statt dessen, daB 
sie Membranstoffen entstamme, wie schon H. Lappalainen fand. Meiner 
Meinung nach schlieBt die Herkunft der Pilzstarke aus Membran- 
stoffen die Beteiligung eines Enzyms bei ihrer Entstehung nicht aus. 
DaB tatsachlich eine solche notwendig ist, geht aus folgendem Versuch 
hervor: Vier junge, pilzstarkefreie Mycelien — 3 Tage bei 20° auf 
einer Nahrlésung gewachsen, die neben den iiblichen Mineralsalzen 
nur | Proz. Saccharose enthielt — wurden durch 10 Minuten langes 
Kochen abgetétet. Von jedem wurde eine Halfte auf frische gew6hnliche 
Nahrlésung iibertragen, die andere Halfte auf Nahrlésung mit 0,5, 
1,5, 5 baw. 25 Proz. H,SO,-Zusatz. Nach dreitagigem Stehen bei 30° 
gab keiner der Teile eine bemerkenswerte Pilzstarkereaktion. 


Léihmung der Pilzdiastase. Es ist allerdings nicht leicht anzunehmen, 
da$ das betreffende Enzym nur utter den fiir die Pilzstarkebildung 
giinstigen Umstanden produziert wird. Diese Schwierigkeit wird durch 
die Anschauung von Boas behoben, nach der die Pilzstarkebildung 
durch Saéurelihmung der Pilzdiastase zustande kommt. Die Saure- 
bildung ware demnach ein vom Pilze selbst geiibtes Abfangverfahren. 


1) Tanret, Chem. Centralbl. 1915, IT, 73; Bull. Soe. Chim. de France 
(4) 17, 83. 

*) Ein Paradextranpraparat, das ich mit einem wisserigen Auszug 
aus mit Sand zerriebenem Aspergillus niger-Mycel einen Tag stehen lieB, 
farbte sich nach dieser Behandlung schwach blau mit Jod; verdiinnte 
H,S0O, ruft diesen Effekt in derselben Zeit hervor, 0,2proz. NaOH in 
14 Tagen. Durch Ziichten des Pilzes auf Paradextran als einziger Kohlen- 
stoffquelle konnte ich eine solche Wirkung aber nicht ohne Saurezusatz 
erzielen. 
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Mir schien eine Nachpriifung dieser Verhaltnisse notwendig zu sein, 
weil der Abbau der Pilzstarke oft vor dem Riickgang der Aziditat 
einsetzt, und weil auch in solchen Kulturen Pilzstarke gebildet wird, 
die von Starke als einziger Kohlenstoffquelle leben, also nach Ver- 
suchen von Euler!) besonders viel Diastase enthalten. Diese Erscheinung 
laBt sich allerdings auch dadurch erklaren, dai die Saurelahmung der 
Diastase erst eingetreten ist, nachdem genug Starke fiir den Aufbau 
des Organismus gespalten war; nach den folgenden Versuchen ist diese 
Deutung allein méglich. 

Einige Pilzdecken, die 4 Tage bei 30° auf einem Nahrboden ge- 
wachsen waren, der die tiblichen Mineralsalze und 5 Proz. Kartoffel- 
stirke als einzige Kohlenstoffquelle enthielt, und sich mit Jodlésung 
schén blau farbten, wurden mit Sand zerrieben. Die entstandene 
Masse wurde zur Enzymgewinnung nicht wie sonst mit Wasser ex- 
trahiert, sondern mit der Nahrlésung einer pilzstarkereichen Kultur, 
die ja die Aziditat hat, bei der die Diastase unwirksam sein soll. (Die 
Nahrlésung hatte urspriinglich die gewéhnliche Zusammensetzung — 
5 Proz. Rohrzucker —, der Pilz war 4 Tage darauf gewachsen.) Zu 
einer Reihe von Proben des so gewonnenen Extraktes wurden steigende 
Mengen einer 2 proz. Lésung léslicher Starke in Wasser, zu einer zweiten 
Reihe entsprechende Mengen einer gleich starken Lésung in der ge- 
nannten Nihrfliissigkeit zugesetzt. Die Jodreaktion war in der zweiten 
Reihe noch nach 1!,tagigem Stehen bei 30° (unter Toluol) fast dieselbe 
wie im Anfang des Versuchs; d. h. die Diastase ist praktisch unwirksam. 
In der ersten Reihe war die Starke infolge der Verdiinnung der Saure, 
allerdings nur unvollstandig, abgebaut worden. 

Bedeutung der Pilzstdrke fiir den Organismus. Damit stimmt die 
Beobachtung iiberein, daB bei Ubertragung mit Jod blau reagierender 
Mycelien auf koblenstofffreie Nahrlésung die Pilzstarke nur dann 
einigermaBen abgebaut wird, wenn man keine Siure zusetzt. 


Versuch: Die Pilzdecken einer Zuckervariationsreihe wurden im 
Alter von 2 Tagen nach griindlichem Auswaschen auf eine Lésung 





Saccharosegehalt der ersten 2 Proz. 3 Proz. 4 Proz. 5 Proz. 10 Proz. | 20 Proz. 


Nahbrlésung 
Jodreaktion bei Uber- braun, blau grau, | braun, 
tragung auf die C-freie Spur Spur | Spur 
Nahrlésung blau blau | blau 
Jodreaktion braun, das alte Mycel ziemlich, braun, Spur 
nach 2 Tagen Hunger Spur _ blau, das neue braun blau 
ie ales blau 
Jodreaktion braunlich, winzige hellbraun 
nach 4 Tagen Hunger Stellen blau 


*) H. v. Euler, Chemie der Enzyme 1, 296. Miinchen und Wiesbaden 1920. 
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der gewéhnlich gegebenen Mineralsalze ohne organische Substanz 
iibertragen. Alle bildeten neue Hyphen und viele Konidien. Am 
vierten Tage hatte bei allen, besonders bei 3,4 und 5 Proz. Autolyse 
eingesetzt. 

Wiederholt man diesen Versuch mit einem Zusatz von 0,3 Proz. 
H,SO, zu der kohlenstofffreien Nahrlésung, so erhalt man 3 Tage 
nach der Ubertragung in allen Kulturen stirker blaue Jodreaktion 
als vorher und keine Konidienbildung. LaBt man die Mycelien auf 
ihrer ersten Nahrlésung, so wird die Pilzstarke auch meistens dann 
abgebaut, wenn sich Konidien bilden. Sie dient also als Reservestoff, 
aber wohl wie das Paradextran nicht ausschlieBlich, sondern auch zur 
Festigung der Zellwand. Es laBt sich nicht sagen, ob sie ein normaler- 
weise auftretendes Zwischenprodukt des Pilzstoffwechsels darstellt, 
das durch die Saure festgehalten und angehauft wird, oder ob normaler- 
weise an ihrer Stelle etwas anderes entsteht, vielleicht die Trehalose, 
die von Bourquelot bei Aspergillus nachgewiesen ist. Auch in der 
Trehala-Manna kommt ja die Trehalose neben dem Trehalum') vor, 
einem Polysaccharid, das sich mit Jod blau farbt. Natiirlich stehen 
solche Vermutungen auf unsicherem Boden, solange die chemische 
Konstitution der betreffenden Stoffe noch nicht aufgeklirt ist. 


Ill. Chemie der Pilzstirke. 


Darstellung. Die Untersuchung der chemischen Konstitution der 
Pilzstarke bildet den Inhalt des nachsten Teiles dieser Arbeit. 


Das Untersuchungsmaterial wurde auf folgendem Wege gewonnen: 
Der Pilz wurde in Petrischalen von 28cm Durchmesser und 7 em Héhe 
gezogen. Jede dieser Schalen bekam | Liter der schon 6fter genannten 
Nahrlésung. Nahrlésung und Schalen wurden getrennt sterilisiert, die 
Schalen meist nicht durch Hitze, sondern durch Ausspiilen zuerst mit einer 
Lésung von K,Cr,O, in konzentrierter H,SO,, dann mit 50proz. Alkohol. 
Drei solcher Schalen wurden in einem auf 30° gehaltenem Thermostaten, 
nur durch eine Schicht Wellpappe voneinander getrennt, tibereinander 
aufgestellt. Durchschnittlich alle 5 Tage waren kraftige, faltige, pilz- 
stirkereiche Mycelien erntereif. Der Pilzstarkegehalt der Nahrlésung war 
nie betrachtlich groB, auch ist die Darstellung der Substanz aus der Nahr- 
lésung schwierig; Alkohol fallt daraus nach anfanglicher weiBer Triibung 
einen braunen Syrup, der noch andere Stoffwechselprodukte des Pilzes 
enthalt. Daher beschrankte ich mich auf die Gewinnung der Pilzstarke aus 
dem Mycel. Die Pilzdecken wurden ausgewaschen und in einem Soxhlet- 
apparat 8 bis 10 Stunden mit Wasser extrahiert. Dabei scheint die Pilz- 
stirke unverindert zu bleiben, wihrend ein Extrakt, der bei 130° und 
2 Atmosphiren Druck im Autoklaven gewonnen wurde, sich mit Jod 
violett farbte; hier lag also schon ein Abbau vor. Zu dem Extrakt, der 


1) Scheibler und Mittelmeier, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 26, 1331, 1893. 
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meistens alle nachweisbare Pilzstarke des Mycels aufgenommen hatte, 
wurde Alkohol zugefiigt, bis die Fliissigkeit 58 bis 60 Proz, Alkohol enthielt. 
Der Niederschlag setzte sich iiber Nacht ab. Er wurde dann abgenutscht, 
fiir quantitative Bestimmungen in einen gewogenen Goochtiegel, sonst 
auf ein groBes gehirtetes Filter. Die Ausbeute aus einer Pilzernte betrug 


0,5 bis 1g; da aber — nach Lappalainen — verschiedene Stimme ver- 
schieden starke Neigung zur Pilzstarkebildung haben, so léBt sich aus 
anderen Stéimmen vielleicht eine bessere Ausbeute erzielen. Dem Pilz- 


stirkegehalt der Nahrlésung nach bilden.H. Lappalainens Stimme jeden- 
falls gréBere Mengen der Substanz als der von mir verwendete. 

Die so erhaltene Pilzstarke ist noch stark verunreinigt. Die Berlinerblau- 
probe zeigt noch Stickstoffgehalt an. Welches die beigemengten Substanzen 
sind, lieB sich nicht feststellen. Im Extrakt ist eine ganze Reihe solcher 
Stoffe nachzuweisen: ein gelb gefarbter Stoff, der sich in organischen 
Lésungsmitteln nicht lést; ein anderer, der in die Alkoholfallung mitgeht, 
der sich beim Ausschiitteln in Ather lést, wobei sich die Lésung nur langsam 
unter Entwicklung von Gasperlen in fast fester, gallertiger Form iiber dem 
Wasser sammelt. Nach dem Verdunsten des Athers erhalt man einen 
amorphen, weiBen, nach Gummi riechenden Niederschlag. Auch organische 
Saéuren werden natiirlich im Atherextrakt sein. Kocht man das Mycel vor 
der Wasserextraktion einige Stunden mit Ather aus, so ist es nachher 
nicht mehr spezifisch leichter als Wasser; vielleicht einfach deshalb, weil 
dann die Luft zwischen den Hyphen besser durch Wasser verdrangt werden 
kann. Der Ather lést dabei eine offenbar ungesittigte Verbindung — 
vielleicht ein Ergosterin —, die sich vorher bemerkbar macht, indem sie 
die bei Jodzusatz eintretende Blaufarbung der Pilzstarke allmahlich zum 
Verschwinden bringt. Setzt man dann von neuem die gleiche Jodmenge zu, 
so geht die Entfarbung langsamer, bei jeder nachsten Wiederholung noch 
langsamer, bis sie ganz ausbleibt und ein blauvioletter Niederschlag aus- 
fallt. Die Erscheinung der wiederholten Entfarbung kann man bei Fett- 
zusatz zu einer Starkelésung kiinstlich hervorrufen. Manchmal tritt 
allerdings auch nach vorausgegangener Atherextraktion des Mycels eine 
plétzliche Entfarbung der Jodpilzstarke ein, deren Ursache ich nicht weiter 
nachgegangen bin. Der Extraktionsither setzt bei langerem Stehen einen 
schleimigen, nach Bouillon riechenden Niederschlag ab. Unterbleibt die 
Atherauskochung, so geht der Geruchsstoff in den wasserigen Extrakt, wird 
aber nicht durch Alkohol gefallt. Nach dem Abdestillieren des Alkohols 
setzt er sich auch hier allmahlich als farbloser Niederschlag ab, die iiber- 
stehende Fliissigkeit scheint bei Zusatz starker Séuren neue Ahnliche 
Geruchsstoffe zu bilden. Ein anderer Kérper la6t sich mit Wasserdampf 
in geringer Menge iiberdestillieren und erstarrt im Kiihler. Die meisten 
dieser Stoffe gehen nicht mit in die Alkoholfallung hinein. Auch ist keine 
mit Fehlingscher Lésung fallbare Substanz darin enthalten, wie sie Karrer') 
bei der Darstellung des Isolichenins als Nebenprodukt fand. Trotzdem 
erhalt man die Pilzstarke bedeutend reiner durch Wiederauflésen und 
Wiederfallen, wie die quantitative Zuckerbestimmung nach der Siure- 
spaltung zeigt, und auch schon ihr Aussehen: solange er wasser- oder 
alkoholhaltig ist, sieht zwar auch der einmal gefallte Niederschlag rein 
weiB aus, nach dem Trocknen aber erscheint er schmutzig braun; der 
zweimal oder dreimal gefillte dagegen bildet beim Trocknen farblose, 


1) Karrer und Joos, H.-S. Zeitschr. f. physiol. Chem. 135, 311, 1924. 
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durchscheinende Blattchen. Der Materialersparnis wegen begniigte ich 
mich meist mit zweimaliger Fallung. 

Hdutchenbildung und Retrogradation. Dampft man _ Pilzstarke- 
lésung ein, so bildet sich neben etwas braunem Sirup, wie schon erwihnt, 
auf der Oberflache der Fliissigkeit ein Hautchen, das sich mit Jod- 
lésung blauviolett farbt und nach dem Kochen mit Saure Zucker- 
reaktionen gibt. Dieselbe Reaktion ist von.der Starke bekannt; nach 
Tanret') wird sie durch die Inhaltssubstanz des Starkekorns, die 
Amylose, verursacht, indem sich diese in der Hitze kondensiert. 

Eine langsame Kondensation der Amylose bei langerem Stehen 
in der Kilte fiihrt nach Maquenne*) zu der Retrogradation, einer Ab- 
scheidung der in eine unlésliche Form tibergegangenen Substanz. 
Dieselbe Erscheinung ist auch bei Pilzstarkelésung zu beobachten. 
Diese Koagulation wird durch Zusatz von FeCl, oder Al,(SO,),, viel 
weniger durch H,PO, beschleunigt; sie scheint demnach mit der 
elektrisch negativen Kolloidnatur der Substanz zusammenzuhingen, 
wenn sie auch weit langsamer vor sich geht als sonst Kolloidfallungen 
durch Elektrolyte. (Die kolloidale Natur der Pilzstarke zeigt sich 
darin, daB sie nicht durch Kollodiummembran dialysierbar ist.) Aus 
dem Pilzextrakt scheint noch eine andere Substanz mit auszufallen; 
steht er einen Tag, so scheidet sich ein braunlicher Niederschlag ab; 
er farbt sich violett, die dariiber stehende Fliissigkeit fast nicht mehr 
mit Jod. Bei lingerem Stehen trennt sich der Niederschlag in zwei 
Schichten, eine obere weiBbe und eine untere braune; der Trager der 
Jodreaktion ist die weiBe. Steht sie 8 bis 10 Tage, so bekommt man 
keine Jodfarbung mehr. 


Salzhydrolyse. Noch regelmaBiger als das Absetzen des Nieder- 
schlages ist im Extrakt die Anderung der Jodreaktion. Fiarbt sich der 
Extrakt auch in frischem Zustande rein blau mit Jod, so gibt er doch 
nach einigen Stunden nur noch ein Violett und am nachsten Morgen 
nur noch Rot, und auch dies verschwindet bei geniigend langer Versuchs- 
dauer wohl immer. Es handelt sich offenbar um dieselbe Erscheinung, 
die Biedermann*) an Stirke und Amylose untersucht und als Salz- 
hydrolyse gedeutet hat. Die Ubereinstimmung beider Vorgiinge ist 
beachtenswert ; die Abbaustufen der Pilzstarke geben dieselben Farben 
mit Jod wie die der Starke oder der reinen Amylose. 


Sdurehydrolyse. Dasselbe ergibt sich beim Kochen mit Saure. 


1) } 
) i.e. 
2) Siehe unter anderen Pringsheim, Die Polysaccharide, 2. Aufl., 8. 119. 
Berlin 1923. 
3) W. Biedermann, diese Zeitschr. 185, 282, 1923; Zeitschr. f. angew. 


Chem. 37, 71. 
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Versuch: 0,18g einmal gefillte Pilzstarke, in 50ccem Wasser 
gelést, wurde mit 1 Proz. H,SO, 2 Stunden gekocht; 0,5cem der 
Lésung firben sich mit einem Tropfen n/100 Jodlésung: 


vor der Hydrolyse. .... . . . rein blau, 
nach ‘,stiindiger Hydrolyse . . . violett, 
l on * . . « Weinrot, 
1M mm “ . . . gelblich rosa, 
er % - . . . gelbbraun. 


Ein Stirkekleister von entsprechender Konzentration gibt unter 
diesen Bedingungen dieselben Abbaustufen, doch wird die Leiter im 
ersten Teile langsamer, im zweiten Teile etwas schneller durchlaufen 
als bei Pilzstarke. Reine Amylose dagegen, die durch Erwairmen von 
2g Kartoffelstarke mit 100 ccm Wasser bis auf 58° und Abfiltrieren 
der entstandenen Lésung gewonnen war [nach Ling und Nanji')], 
durchlauft sie mit derselben Geschwindigkeit wie Pilzstarke. 

Das Endprodukt der Saurespaltung scheint auch bei Pilzstirke 
ausschlieBlich Glucose zu sein. Sie wurde fiir den Zweck der Zucker- 
bestimmung 3 Stunden mit 2 Proz. H,SO, am RiickfluBkiihler gekocht, 
mit Ba(OH), unter Zusatz eines Tropfens Phenolphthalein neutralisiert, 
vom BaSQO, abfiltriert und, wenn nétig, etwas eingedampft. Die so 
erhaltene Zuckerlésung ist der alkoholischen und der Buttersaure- 
garung fahig: ein Teil wurde mit einem der vorhandenen Zuckermenge 
schitzungsweise gleichen Gewicht PreBhefe geschiittelt und in ein 
Einhornsches Giirréhrchen gefillt und bei 30° gehalten; schon nach 
1% Stunden hatte in diesem kriftige, in einem Kontrollréhrchen 
(Hefe + Wasser) keine Gasentwicklung stattgefunden. Ein anderer 
Teil wurde mit 1,5 Proz. Agar-Agar und den erforderlichen Mineral- 
salzen sterilisiert und mit Bac. amylobacter geimpft; 2 Tage darauf 
starke Gasentwicklung und Buttersiuregeruch. Vor allem der Hefe- 
versuch beweist die Anwesenheit von Hexosen. 

Auf die Abwesenheit von Pentosen li8t sich aus dem Verlauf 
der Furfurolreaktion schlieBen; die beim Erwirmen von Pilzstirke 
mit H,SO, entstehenden Dampfe réten Anilinacetatpapier nur schwach, 
nicht starker als die aus reiner Glucose. 

Molischs Reaktion tritt mit der Zuckerlésung erst nach einer 
Minute ein, die Resorcinreaktion erst beim Erwarmen; beim Unter- 
schichten mit konzentrierter H,SO, entsteht kein brauner Ring; 
demnach sind keine Ketosen, nur Aldosen vorhanden?). 

Mit Phenylhydrazin und Essigsiure gibt die Zuckerlésung in der 
Kalte und bei gelindem Erwirmen keinen Niederschlag, wodurch die 


1) Ling und Nanji, Journ. Chem. Soc. of London 128, 2666. 
*) B. Tollens, Kurzes Handbuch der Kohlenhydrate, 3. Aufl. Leipzig 
1914, 
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Gegenwart von Mannose ausgeschlossen wird. Nach einstiindigem 
Kochen entsteht ein gelber Niederschlag, der Glucosazon enthalt und 
nach dem Umkristallisieren aus pyridinhaltigem Wasser und Alkohol 
annahernd den richtigen Schmelzpunkt zeigt, namlich 204°. 

Fiir quantitative Bestimmungen des Zuckers wurde die zweimal 
gefallte Pilzstarke in einen gewogenen Goochtiegel filtriert und bei 
100° bis zur annihernden Gewichtskonstanz getrocknet. (Ich muBte 
mich mit dem annahernden Wert begniigen, da die Substanz bei der 
Trockentemperatur leicht an der Oberflache unter Braunung und Rést- 
geruch etwas zersetzt wird; auch ist sie hygroskopisch.) Der Gooch- 
tiegel wurde daun in ein Becherglas gebracht, die Pilzstirke gelist 
und, ohne vom Asbest abzufiltrieren, hydrolysiert und neutralisiert. 
Die Analyse wurde nach der Hypojoditmethode von Willstdtter und 
Schudel in der von Auerbach und Bodldnder') modifizierten Form aus- 
gefiihrt, und zwar mit n/100 Jod- und Thiosulfatlésung. Der Berechnung 
wurde die Annahme zugrunde gelegt, der reduzierende Zucker sei 
ausschlieBlich Glucose. Als giinstigste Ausbeute wurden gefunden: 
0,271 g Glucose aus 0,267 g Pilzstirke. Der theoretische Wert wire 
fiir eine reine, nur aus anhydridartig verkniipften Glucosemolekiilen 
aufgebaute Verbindung 0,297 g Glucose. Die Ausbeute betrigt also 
91,2 Proz. der Theorie. In verschiedenen anderen Analysen er- 
gaben sich etwas niedrigere Werte, aber nicht weniger als 80 Proz. der 
Theorie. 

Dagegen bei der Bestimmung auf optischem Wege — wieder 
unter der Voraussetzung, es handelte sich ausschlieBlich um Glucose — 
fand ich einmal 0,325 g Glucose aus 0,358 g Pilzstarke, d. h. 81,7 Proz. 
der Theorie; sonst noch niedrigere Werte. Das Zuriickbleiben der 
Drehung hinter der Reduktion liegt wahrscheinlich an optisch aktiven 
Verunreinigungen; Boas erhielt ja auch bei der Bestimmung der spezi- 
fischen Drehung der unzersetzten Pilzstirke Werte, die zwischen 
+120 und + 160° fiir [a], schwankten. Trotzdem kann meine Vor- 
aussetzung als geniigend bestatigt gelten, denn die spezifische Drehung 
der sonstigen natiirlich vorkommenden Hexosen weicht so weit von 
der der Glucose ab, daB eine Beimengung einer von ihnen in auch nur 
einigermaBen betrachtlichen Mengen ausgeschlossen erscheint. 

Vergdrung durch Bacillus macerans. Die nichste Frage war die 
nach dem Verhalten der Pilzstarke gegeniiber Enzymen. 

Hier sei zuerst die Vergirung durch Bacillus macerans Schardinger 
erwihnt. Vier Réhrchen mit 3 ccm annihernd 2 proz. Pilzstarkelésung, 
der die von Schardinger angegebenen Nahrsalze*) zugesetzt waren, 


1) Auerbach und Bodldnder, Zeitschr. f. angew. Chem. 86, Nr. 77. 
2) F. Schardinger, Zentralbl. f. Bakt. IT, 22, 98. 
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wurden mit dem Bacillus!) geimpft und bei 25° gehalten. Obwohl 
wahrend der drei Sterilisiertage schon Retrogradation eingetreten war, 
war doch nach 1 !, Tagen im ersten und nach 2! Tagen in zwei weiteren 
Roéhrchen die Garung lebhaft im Gange. Die Vergirung der Pilzstirke 
durch Bacillus macerans ist eine weitere Analogie zu dem Verhalten 
der Starkebestandteile. 

Spaltung durch Amylasen und Emulsin. Auch durch Diastase 
wird Pilzstirke abgebaut; das Endprodukt ist auch hier Maltose. 
Nachweis: Eine Lésung von 0,1 g Pilzstarke in 10 ccm Wasser wurde 
mit gefillter Malzdiastase, die sich in einer Kontrollprobe als maltose- 
frei erwies, 2 Stunden bei 50° gehalten. Dann wurde sie 10 Minuten 
mit 10 Proz. NH,OH gekocht und farbte sich dabei schén krapprot. 
Diese Reaktion geben nach Wohlk?) nur Maltose und Lactose, sie 
kann also hier nur von Maltose herriihren. 

Um so auffallender sind die mit Jod farbbaren Zwischenprodukte 
beim Abbau der Pilzstarke mit Malzdiastase. Die Achroodextrinstufe 
wird merkwiirdig schnell erreicht, und vorher treten keine Dextrine 
auf, die sich mit Jod violett, rot oder briunlich farben, sondern es 
gibt nur eine Leiter von verschiedenen blauen Ténen. Eine Pilzstarke- 
lésung, die bei Jodzusatz dunkelblau wird, gibt nach kurzer Einwirkung 
eines Malzauszuges oder von mit Alkohol aus einem solchen Auszug 
gefallter Amylase hellblaue Jodreaktion, nach doppelt so langer Ein- 
wirkung etwas heller blau, und so fort ; schlieBlich ist keine Farbreaktion 
mehr zu erkennen. Genau so geht es mit Pankreasamylase, sowohl 
mit einem Extrakt aus einem frischen Schweinepankreas als auch mit 
Pankreatin (von E. Merck). Der Pilz selbst baut dagegen die Substanz 
iiber Zwischenstufen ab, die sich mit Jod violett bzw. rot farben; in 
der Nahrlésung alterer Kulturen sind solche oft zu beobachten. Das 
haben auch schon Boas und Lappalainen angegeben. Die von Bacillus 
macerans vergorenen Pilzstirkelésungen farbten sich ebenfails braunrot 
mit Jod. 

Der auffallende Gegensatz der Zwischenprodukte beim Abbau 
von Kartoffelstirke und Pilzstarke durch Malz- und Pankreasdiastase, 
der doch bei beiden zum gleichen Endprodukt fiihrt, veranlaBte mich, 
in Anbetracht der bisher in allen Reaktionen gefundenen Uberein- 
stimmung zwischen Pilzstarke und Amylose, den Abbau der beiden 
Bestandteile der Kartoffelstarke in Hinsicht auf diese Zwischen- 
produkte gesondert zu verfolgen. Bisher ist merkwiirdigerweise ihr 
Verhalten in dieser Beziehung nur fiir das in der Starke vorliegende 





1) Bezogen aus der vorm. Krélschen mikrobiol. Sammlung von 
E. Pribram, Wien. 
2) Nach Biochem. Arbeitsmethoden 2. Berlin und Wien 1910. 
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1 Gemisch der beiden Substanzen beschrieben worden. Amylose und 
; Amylopektin wurden nach der Ausfriermethode von Ling und Nanji') 
. rein dargestellt. Das Amylosepraparat verhielt sich beim Abbau mit 
2 Malz- und Pankreasdiastase genau so wie Pilzstirke. Mit Bakterien- 
. diastase liefert sie auch ein Erythrodextrin, wie ich gelegentlich einer 
Kultivierung von Bacillus amylobacter auf Amyloselésung feststellte?). 
(Ein Parallelismus zwischen der Art der Einwirkung durch Bacillus 
: amylobacter und Bacillus macerans ist wohl wenigstens fiir die 
ns ersten Stadien anzunehmen, zumal nach Villiers*) auch Bacillus 
7 amylobacter zu 0,3 Proz. der angewandten Stirke cin kristallisiertes 
“ Produkt liefert, das allerdings von chemischer Seite weniger Beachtung 
- gefunden hat.) 
“ Auf das Verhalten des Amylopektins gegen Malz- und Pankreas- 
” diastase sowie auf die Bedcutung der merkwiirdigen Reaktion der 
Amylose mit diesen beiden Enzymen werde ich spiter eingehen. Hier 
je kommt es nur auf die Chereinstimmung der Amylose mit der Pilz- 
e starke an. 
e Auch mit Emulsin, das nach R. Kuhn*) Starke langsam abbaut, 
8 reagieren beide in derselben Weise und mit derselben Geschwindigkeit. 
3 Ein Emulsinpraparat wurde nach der Methode von Hérissey und 
g Bourquelot®) aus siiBen Mandeln dargestellt. Eine Pilzstirke- und 
- eine Amyloselésung, die gleich intensive Jodfarbung gaben, wurden zu 
i gleichen Teilen in je vier Reagenzréhrchen verteilt ; je zwei der Réhrchen 
n bekamen einen Zusatz von Emulsin in fester Form, alle acht bekamen 
il eine Toluoldecke und wurden bei 30° gehalten. Nach 40 Stunden 
it wurde aus jedem Réhrchen eine Probe von 1,5 ccm entnommen und 
2 mit 0,5 cem n/1000 Jodlésung versetzt. Alle vier emulsinfreien Proben 
n farbten sich gleich dunkelblau, alle vier emulsinhaltigen gleichmabig 
Ss ganz hellblau mit einem schwachen Stich ins Rétliche. Die Reaktion 
is mit Emulsin verliuft demnach iiber dieselben Zwischenstufen wie die 
rt mit Maiz- und Pankreasdiastase. 
Das Ptyalin nimmt eine Sonderstellung ein. Die Stufen beim 
u Abbau mit diesem Enzym zeigen bei Priifung mit sehr schwachem 
Pe, Jodzusatz dasselbe Verhalten — abnehmende Blaufirbung — wie 
a, 
1- *) Le. 
n ?) Bei Kulturen von Bac. amylobacter auf Amylopektin wurde ebenfalls 
< ein Erythrodextrin gebildet, hier geht aber der Abbau_ viel langsamer 
vonstatten als bei Amylose; dadurch erklart es sich, daB der Bacillus zwar 
ir auf Starkekleister gut wachst, in Kartoffelkulturen aber die Starkekérner 
le nicht korrodiert, da das Amylopektin deren Hiillsubstanz bildet. 
3) Villiers, Bull. Soc. chim. de France (3) 5, 470, 1890. 
- *) R. Kuhn, H.-S. Zeitschr. f. physiol. Chem. 135, 12, 1924. 


5) Nach H. v. Euler, Chemie der Enzyme 2. Miinchen und Wiesbaden 
1922. 
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die Stufen beim Abbau mit Malzdiastase; bei Verwendung starkerer 
Jodkonzentrationen dagegen kann man dieselbe Skala — blau, violett, 
rot, briaunlich — erhalten, wie beim Abbau mit kochender Saure. 
Der Abbau von Amylose aus Kartoffelstarke und von Pilzstarke ver- 
lauft auch hier gleichsinnig. 

Nachdem nun bei so vielen Reaktionen das gleiche Verhalten 
von Pilzstarke und Amylose nachgewiesen wurde (auch auf die iiberein- 
stimmenden Léslichkeitsverhaltnisse sei noch hingewiesen), darf man 
wohl behaupten, daB die beiden Substanzen identisch sind, wenn auch 
auf die Darstellung von Amylobiose, Dihexosan, Livoglucosan, der 
Acetyl- und Methylderivate usw. angesichts der Verunreinigungen und 
der geringen zur Verfiigung stehenden Menge des Praparats verzichtet 
werden muBte. 


Diastatische Spaltung von Isolichenin und Iogen. Die neue Amylose- 
reaktion wurde auch an der Flechtenstarke, dem Isolichenin, nach- 
gepriift, dessen Identitat mit der Amylose H. Pringsheim') kirzlich 
feststellte. Es ergab sich ein neuer Beweis fiir diese Feststellung: 
Durch kurzes Auskochen von getrocknetem Islindischen Moos im 
Soxhletapparat wurde ein Extrakt gewonnen, der beim Eindampfen 
iibrigens auch ein jodpositives Hautchen bildete. Bei Behandlung mit 
Malzauszug gab er nur blaue Jodreaktion in abnehmender Intensitat, 
aber keine violetten oder roten Téne; das war trotz seiner gelbbraunen 
Eigenfarbe deutlich zu erkennen. Beim Kochen mit Saure dagegen 
trat wie bei der Amylose eine Erythrodextrinstufe auf. 

Das Isolichenin scheint kein direktes Produkt einer Photosynthese 
der Flechtenalgen zu sein; nach Ziegenspeck*) kommt es auBer bei 
Cetraria islandica, wo es auch im Thallus enthalten ist, nur im Hymenium 
vor und verschwindet bei der Reife der Asken. Vielleicht kann man 
auch hierin eine Verwandtschaft mit der Pilzstarke erblicken. Wenn 
Karrer-Joos (zitiert S. 240) die Pringsheimsche Feststellung der Iden- 
titat des Isolichenins mit der Amylose nicht véllig bestatigen konnten, 
sondern zum Teil ein Polysaccharid fanden, das Mannose und Galaktose 
ergab, so kénnte das einmal am Material liegen; sodann kann jedoch 
ihre Fraktion B, die nur Dextrose ergab, Amylose darstellen. Ich fand, 
wie erwahnt, keine Mannose und keine mit Fehling sich niederschlagende 
Fraktion A bei meinem Aspergillus. 


Auch mit einem Bakterienpolysaccharid wurde die Reaktion aus- 
gefiihrt, dem ,,logen*‘ des Bac. amylobacter A. M.et Bredemann. Eine 
zerkleinerte Kartoffel wurde ausgekocht, der abgenutschte Extrakt mit 
1,5 Proz. Agar- Agar sterilisiert und in Petrischalen gegossen. Diese wurden 





1) Ber. d. deutsch. chem, Ges. 57, 1581, 1924. 
2) Ziegenspeck, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 1924, H. 4, 5S. 116, 
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mit Bac. amylobacter beimpft und bei 25° in einem Vakuumexsikkator 
gehalten, der unmittelbar vor dem Evakuieren mit 100 cem 10proz. KOH 
und 10g Pyrogallol beschickt wurde. 2 Tage nach der Impfung hatten sich 
runde, stark iogenhaltige Kolonien entwickelt, die sich mit Jodlésung 
blau bis violett farbten. Zwei solcher Petrischalen wurden mit einem 
Malzauszug (5g Malz 15 Minuten mit 100cem Wasser extrahiert) und 
etwas Toluol iibergossen. Nach 24 Stunden farbten sich die Kolonien zwar 
noch blaulich mit Jod, aber schwacher als tags zuvor; der Abbau ist hier 
verzogert, wahrscheinlich weil die Zellwand fiir die Malzdiastase nur wenig 
permeabel ist. Eine Rotfarbung mit Jod war nicht zu beobachten. Méglicher- 
weise ist das logen des Bac. amylobacter ebenfalls Amylose, ebenso die 
Polysaccharide der anderen in der Einleitung genannten Bakterien. Die 
, Starke’, die Grey') bei Bacterium coli untersucht hat, kann nach den 
von ihm angegebenen Reaktionen — Blaufarbung mit Jod, Aufspaltung in 
Glucose, stark schwankende Werte fiir [a@]p — wohl hierher gehéren. 


IV. Diastatische Spaltung der Amylose. 


Nun erhob sich die Frage nach dem Zustandekommen der Spaltung 
der Amylose durch Enzyme vom Typus der Malzdiastase. Es wurde 
schon darauf hingewiesen, da die Diastasen verschiedener Herkunft 
sich nicht gleich verhalten; tiber eine eventuelle Begriindung dieser 
Tatsache durch Unterschiede in ihrer Konstitution laBt sich selbst- 
verstandlich zurzeit noch nichts aussagen: darum sei hier nicht naher 
darauf eingegangen. Ausfiihrlicher untersucht wurden auch nur Malz- 
und Pankreasdiastase. Bei diesen beiden verliuft der Abbau so, daB 
die aufeinander folgenden Dextrinstufen bei Zusatz der gleichen Menge 
Jodlésung immer hellere Nuancen der blauen Farbe geben, die man 
mit der urspriinglichen Amyloselésung erhalt; man kann die blassesten 
Tone ebensogut durch Verdiinnen dieser urspriinglichen Lésung er- 
zielen. Die mittleren haben allerdings einen ganz schwachen Stich ins 
Rétliche, die Abweichung ist aber so gering, daB man doch die Ver- 
diinnung gut zur kolorimetrischen Messung des Reaktionsverlaufs 
benutzen kann. Diese wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Eine 
Reihe von Reagenzglasern mit flachem Boden und untereinander 
gleichem Durchmesser bekamen je 0,5cem n/1000 Jodlésung. In 
gleichen Zwischenraumen, die an einer Sekundenuhr abgelesen wurden, 
wurden je 5ccm aus einer mit Malzauszug versetzten Amyloselésung 
in eines dieser Glaser gefiillt. In das Vergleichsréhrchen kamen 5 cem 
der diastasefreien Ausgangslésung ;: davon wurde der Teil dieses Volumens 
wieder herausgenommen und durch Wasser ersetzt, der dem Zusatz 
an Malzauszug zu dem anderen Teile der Lésung entsprach, auberdem 
wurden 0.5cem der Jodlésung zugesetzt. Aus einer Biirette lieB ich 
so viel destilliertes Wasser hinzulaufen, bis die Farbintensitat der 


1) E. Ch. Grey, Biochem. Journ. 18, 712, 1924. 
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ersten Abbaustufe erreicht war; darauf wurde diese Abbaustufe in 
derselben Weise verdiinnt, bis ihre Farbintensitat der der nachsten 
Probe gleichkam, und so fort. Aus dem Volumen des zugegebenen 
Wassers wurde der jeweilige Verdiinnungsgrad berechnet; die so er- 
haltenen Zahlen ergaben die Kurven (Abb. 2). 

Die Konzentration der Amyloselésung war bei allen drei Kurven 
annahernd dieselbe: 3g Kartoffelstarke wurden in 100 ccm Wasser 
auf 56 bis 57° erwirmt. Von der abfiltrierten Lésung wurden 50 ccm 
mit je 5cem Malzauszug versetzt. 1 g Malz war bei Kurve I 25 Minuten, 
bei Kurve II 15 Minuten, bei Kurve III nur 5 Minuten mit 100 cem 
Wasser extrahiert worden. Die Anzahl Kubikzentimeter ist von der 
Abszisse aus, die die Zeit in Minuten angibt, nach unten abgetragen. 
Auf diese Weise ist besser als bei dem Spiegelbild, das durch Abtragen 
nach oben entstiinde, die Ahnlichkeit dieser Kurve mit derjenigen zu 
erkennen, die R. Kuhn') vor kurzem 
bei der Messung der Maltosebildung 
aus Starke und Amylose gefunden 
hat (nach Umrechnung auf das 
Gleichgewicht zwischen a- und f- 
Maltose). Die Kurve, die ich bei 
Verwendung einigermaBen starker 
Enzymkonzentrationen erhielt (1), 
entspricht der Kuhnschen als 
ganzes ; bei der Kurve der schwach- 
sten Enzymkonzentration (III} tut 
es nur der zweite Teil; Kurve II — 
mittlere Enzymkonzentration — 

am 3. stellt einen Ubergang dar zwischen I 
und III. Bei Kurve III treten zwei aufeinander folgende Reaktionen 
deutlich hervor; die erste ist vielleicht eine Bindung zwischen Enzym 
und Substrat [vielleicht auch eine ,,Dissoziation’* der von Pringsheim®*) 
im Stirkemolekiil angenommenen_,,assoziierten‘’ polymeren Grund- 
komplexe]. Die eigentliche Depolymerisation ist wohl erst die 
zweite Reaktion, die die Farbbarkeit durch Jod zum Verschwinden 
bringt. Die scharfe Biegung der zweiten liegt um so weiter von 
der Abszisse entfernt, d. h. sie tritt bei einer Stufe mit um so 
blasserer Blaufirbung ein, je gréber die angewandte Enzymkonzen- 
tration ist. 

Mit Pankreasdiastase erhalt man eine ahnliche Kurve bei Ver- 
wendung von 0,l ccm Pankreatin auf 50 ccm einer | proz. Amylose- 


1) R. Kuhn, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 57, 1965, 1924. 
*) H. Pringsheim, Die Polysaccharide, 2. Aufl. Berlin 1923. 
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lésung, wenn man alle 2 Minuten eine Probe von 5cem mit 1 ccm 
n/1000 Jodlésung versetzt. 

Die Vermutung, die sich bei dem Vergleich der Kuhnschen Kurve 
mit meiner aufdringt, daB beide Reaktionen, die Maltosebildung und 
das Verschwinden der Jodfairbbarkeit, eng miteinander zusammen- 
hingen méchten, laBt sich durch weitere Schliisse bestatigen: Auhn 
teilt die Amylasen in a- und £-Amylasen ein (nach der primaren Form 
der durch sie entstehenden Maltose). Malzdiastase spaltet nur die 
B-Bindungen der Stairkegrundkomplexe, Pilz- und Pankreasdiastase 
nur deren a-Bindungen.  Pilz- und Pankreasdiastase spalten aber 
keine a-glucosidischen Bindungen im iiblichen Sinne des Wortes, sonst 
kénnte das Endprodukt ihres Starkeabbaus nicht Maltose, eine a-Glu- 
cosido-Glucose'), sein. Ebensowenig spaltet Malzdiastase #-gluco- 
sidische Bindungen, wie ich durch Versuche mit Lactose (£-Galactosido- 
Glucose) bestiitigen konnte*). Die Resistenz der Maltose und Lactose 
gegen die a- bzw. £-Amylasen laBt sich nur mit Hilfe der Annahme 
verstehen, da die Bindungen im Starkemolekiil, an die diese an- 
gepaBt sind, andersartig sind und anders gespalten werden als gluco- 
sidische Bindungen. Da sie sterisch wie diese a- und £-Formen dar- 
stellen, so kann der Unterschied nur in der Valenzverteilung liegen. 
Auch Pringsheim sagte kiirzlich, die Bindung der Amylobiose kénne 
sterisch eine f-glucosidische sein, obwohl sie durch Emulsin nicht 
angegriffen wird. Vermutlich hangt die Eigenart dieser Bindungen 
von den besonderen Sauerstoffringen der Di- und Trisaccharide ab, 
denen sie angehéren. 

Von diesen Sauerstoffringen bzw. den durch sie bedingten Affinitats- 
resten hingt nach Bergmann und Ludewig*) auch die Aufnahmefihigkeit 
fiir Jod ab. Das legt den SchluB nahe: die Verzuckerung der Amylose 
und die Zerstérung ihrer Jodfarbbarkeit sind eine und dieselbe Keaktion 
oder sind wenigstens voneinander abhingig. 

Man kénnte einwenden, daB die durch Jod firbbaren Polyamylosen, 
die durch Bac. macerans gebildet werden, resistent gegen Diastase sind. 
Meines Erachtens sind diese aber keine unveranderten Starkeabbauprodukte, 
sondern verdanken ihre Entstehung einer geringfiigigen Umlagerung 
solecher Produkte. Sie miiBten sonst durch Diastase gespalten werden, 
besonders aber durch den Bacillus macerans selbst vergoren werden, durch 
den sie entstehen. 


1) Nach der Nomenklatur von H. Pringsheim. 

2) Emil Fischer hat allerdings einmal die Vermutung ausgesprochen, 
Aspergillusdiastase und -trehalase seien identisch, aber er bekam auch 
durch Malzdiastase (nicht durch Ptyalin) eine Spaltung der Trehalose 
(a-Glucosido-a-Glucosid). Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 1429, 1895. 

3) M. Bergmann und St. Ludewig, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 57, 
961, 1924. 
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Das Verschwinden der Aufnahmefahigkeit fiir Jod ist unabhangig 
von der zuerst auftretenden Form der Maltose, wie folgende Uber- 
sicht zeigt. 





Enzym Jodfarbung des Dextrins Primare Maltoseform 
Malzdiastase hellblau 3) 
Pankreasdiastase hellblau a}) 
Emulsin hellblau nur 3 méglich 
Pilzdiastase rot a’) 
Bakteriendiastase rot —_— 
Ptyalin je nach der Jodkonzentration rot — 


oder hellblau 


Darin liegt aber keine Schwierigkeit fiir die Annahme des engen 
Zusammenhangs zwischen dem Verschwinden der Jodfarbbarkeit und 
der Maltosebildung. Es ist ganz gut denkbar, daB die Méglichkeit 
der Firbung mit Jod aufgehoben wird, sobald die Offnung des Ring- 
zuckers tiberhaupt irgendwo erfolgt. 


Das Zustandekommen der Rotfirbung auf dem anderen Abbauwege, 
der ja zu demselben Endprodukt fiihrt, ist vielleicht so zu erklaren: Der 
Faktor, der im Amylosemolekiil die blaue Jodreaktion bedingt, ist in der 
Erythrodextrin-Abbaustufe nicht mehr vorhanden; ein zweiter Faktor, 
der die rote Farbung erméglicht, ist aber noch da; er verschwindet erst 
beim Ubergang zum Achroodextrin. Vielleicht erfolgt bei diesem Abbau- 
typus die Depolymerisation ohne gleichzeitige Offnung des Ringzuckers. 
Das Dihexosan soll sich ja auch nach Pringsheim?) mit Jodlésung burgunder- 
rot firben. Bei der Einwirkung des Ptyalins auf Amylose scheinen beide 
Abbauarten nebeneinander zu verlaufen. 

Zur weiteren Klarung dieser Frage wird es notwendig sein, die Ver- 
haltnisse beim Amylopektin zum Vergleich heranzuziehen. Dariiber kann 
ich zurzeit nur folgendes sagen: Der Abbau des Amylopektins durch 
diastatische Fermente erfolgt viel langsamer als der der Amylose. Die Jod- 
reaktion der Zwischenstufen beim Abbau mit Malz- und Pankreasdiastase 
ist in derselben Weise von der Jodkonzentration abhangig wie beim Amylose- 
abbau mit Ptyalin. Bei Verwendung einigermaBen starker Jodmengen 
bekam ich die Farbleiter: blau, violett, rot, braunlich; mit sehr schwachen 
Jodmengen hingegen ergab sich nur blaue Farbe in abnehmender Intensitat. 
Hier scheinen auch bei der Skala der verschiedenen Farben die Abbau- 
stufen dieselbe Beziehung zum Ausgangsmaterial zu haben wie bei der 
Amylose. Auch hier scheint die veriinderte Farbung nur auf einer Kon- 
zentrationsverminderung der fairbbaren Substanz zu beruhen; die Lésung 
des Amylopektins (das ich nach der Ausfriermethode von Ling und Nanji*) 
dargestellt hatte) farbt sich bei Jodzusatz zuniachst blau; verdiinnt man 
sie aber sehr stark und setzt verhiltnismaBig viel Jod zu, so bekommt 
man eine Violettfarbung, bei noch weiterer Verdiinnung des Amylopektins 


1) Nach Kuhn, 1. ec. 

2) H. Pringsheim und K. Woljsohn, Ber. d. deutsch, chem. Ges. 57, 
887, 1924. 

3) le. 
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und noch weiterer Steigerung der Jodkonzentration entsteht unter gewissen 
Umstianden eine Rotfarbung. Die Farbe hangt von dem Verhiltnis der 
Jodkonzentration zur Amylopektinkonzentration ab. 


Es ist demnach nicht notwendig, das Erythrodextrin als ein be- 
sonderes chemisches Individuum anzusprechen. Die Argumente, die 
Biltz') fiir diese Annabme ins Feld fiihrt, scheinen mir nicht beweis- 
kraftig zu sein; er fand fiir die Viskositat. und damit die Molekular- 
gréBe des sogenannten Erythrodextrins Werte, die zwischen denen 
des Amylodextrins und denen des Achroodextrins liegen. Meiner 
Meinung nach wiirde man bei den Mittelgliedern des Amyloseabbaus 
mit Malz, die mit keiner Jodkonzentration rot zu farben sind, ahnliche 
Werte finden, ja auch bei einem kiinstlichen Gemisch aus Amylo- 
dextrin und Achroodextrin mu das der Fall sein?). 

Jedenfalls sind manche bisher herrschenden Unklarheiten iiber 
die mit Jod farbbaren Stufen des Starkeabbaus dadurch aufzuhellen, 
daB man die beiden Teilreaktionen dieses bisher als einheitlich betrach- 
teten Vorgangs, den Abbau der Amylose und des Amylopektins, ge- 
sondert verfolgt. Die Angaben iiber reduzierende Amylo- und Erythro- 
dextrine sowie der Befund von Biltz*), daB die Verzuckerungsgeschwin- 
digkeit beim Amylodextrin am gréB6ten, beim Achroodextrin am 
kleinsten sei, liegen wahrscheinlich an der Ubereinanderlagerung der 
beiden mit verschiedener Geschwindigkeit verlaufenden Reaktionen. 

Es bestatigt sich hier der von Emil Fischer mehrfach ausgesprochene 
Gedanke, daB das Studium der enzymatischen Prozesse berufen sei, 
die Anschauungen tiber den molekularen Bau komplizierter Kohlenstoff- 
verbindungen zu vertiefen. Ich konnte meine Anschauungen nicht in 
allen Punkten experimentell beweisen, ich glaube aber, daB sie gegen- 
wirtig die beste Méglichkeit zur Erklirung der beobachteten Tat- 
sachen darstellen. 


Zusammenfassung. 


Zum SchluB méchte ich die gewonnenen Resultate kurz zusammen- 
fassen. 

Das mit Jod blau reagierende Polysaccharid bei Aspergillus niger 
v. Tgh. ist mit Amylose identisch. Glykogen ist dagegen im Gegen- 
satz zu der Angabe von Waterman, auch wenn keine Amylose gebildet 
wird, in makrochemisch faBbaren Mengen nicht nachzuweisen. Es 
ist bemerkenswert, das bei Mikroorganismen die beiden Bestandteile 
der Starke der héheren Pflanzen — das Amylopektin und die Amylose — 


1) W. Biltz, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 1532. 

2) Vgl. Biochem. Handlexikon 2, 164. Berlin 1911. 
3 

) le. 
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jedes allein auftreten, wie von dem Amylopektin [Glykogen!')] schon 
lange bekannt ist. Die Amylose hatte Pringsheim®) als Isolichenin 
in Flechten gefunden; doch handelte es sich hier ja um eine Symbiose 
eines Pilzes mit griinen Algen, was eine unmittelbare Beteiligung 
photosynthetischer Vorginge bei der Bildung der Amylose nicht un- 
bedingt ausschlieBt, die bei Aspergillus natiirlich nicht in Frage kommt. 

Erganzende Versuche tiber die Bedingungen der Pilzstirkebildung 
zeigten, daf} sie in einigen bisher noch nicht daraufhin untersuchten 
Fallen in derselben Weise mit der Saurebildung parallel geht, wie es 
in anderen schon Boas fand. Doch scheint auch das Stickstoff-Kohle- 
hydratverhaltnis von EinfluB zu sein, indem bei AusschluB von solchen 
Fallen, in denen anorganische Saure frei wird, die Bildung von Pilz- 
stirke mit dem Sinken der Stickstoff- gegeniiber der Kohlehydrat- 
ernahrung zunimmt. Andererseits zeigten Versuche bei verschiedener 
Temperatur, da auch noch weitere, bisher unbekannte Faktoren 
beteiligt sein miissen. 

Als Vorstufe der Pilzstarkebildung kommt vielleicht das Para- 
dextran (Fungose) in Betracht. An der Umwandlung der Vorstufe 
ist ein Enzym beteiligt. 

Der Abbau der Amylose durch Sauren und verschiedene Enzyme 
geht auf zwei verschiedenen Wegen vor sich, indem einerseits (Saure-, 
Pilz- und Bakteriendiastase) sich durch Jod rot farbende Abbaustufen 
auftreten, andererseits (Malz- und Pankreasdiastase, Emulsin) lediglich 
eine abnehmende Bliuung durch Jod zu beobachten ist. Dieses Ver- 
schwinden der Jodfarbbarkeit hangt wahrscheinlich mit der Maltose- 
bildung direkt zusammen. 

Es ist méglich, daB eine genauere Untersuchung dieser Verhaltnisse 
neue Einblicke in die Chemie der Starke und ihres Abbaus gewahren wird. 


') Vel. H. Pringsheim, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 57, 1581, 1924. 
2, Derselbe, ebendaselbst. Man vergleiche dazu die Bemerkungen 
oben S. 246 im AnschluB an die Feststellungen von Karrer-Joos. 














Uber die Bedeutung der Acetaldehydbildung im Froschmuskel 
und ihre zahlenmibige Beziehung zur Atmung. 


Von 
C. Neuberg und A. Gottschalk. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


In Fortsetzung der friiheren Arbeiten von C. Neuberg und Mit- 
arbeitern tiber das Auftreten von Acetaldehyd als Produkt der Spaltung 
von Zucker durch Hefe, verschiedene Pilze und Bakterien, haben 
C. Neubery und A. Gottschalk fiir héhere Pflanzen sowie fiir iberlebende 
Muskel- und Leberzellen warmblitiger Tiere gezeigt, dab auch hier 
eine regelmaBige Bildung von Acetaldehyd als Intermediarprodukt 
statthat. Vermehrung des abgefangenen Acetaldehyds unter dem 
Einflu8 von Insulin und zugefiigten abbaufahigen Kohlenhydraten 
hatte es uns in hohem Mabe wahrscheinlick gemacht, dab vorwiegend 
Kohlenhydrat die Muttersubstanz dieses abgefangenen und als solchen 
identifizierten Acetaldehyds ist. Damit trat der Acetaldehyd als die 
zweite bekannte Abbaustufe des Zuckers neben die Milchsaure. Die 
fermentative Bildung von Milchsiure aus Kohlenhydrat durch Leber 
und Muskulatur ist bereits im Jahre 1877 von Claude Bernard mit 
aller Deutlichkeit erkannt worden. O. Meyerhof ist es dann in aus- 
gedehnten Versuchsreihen gelungen, die véllige Aquivalenz zwischen 
Glykogenschwund und Milchsaureproduktion durch Muskelzellen unter 
den verschiedensten Bedingungen (Ruhe, Tatigkeit, Starre) zu er- 
weisen; weiterhin erhob er den Befund, daB sich im _ Frosch- 
muskelgewebe an den Spaltungsvorgang Kohlenhydrat —» Milch- 
saure ein oxydativer ProzeB mit dem respiratorischen Quotienten = | 
anschlieBt, durch den bis sechsmal mehr Milchsiure zum _ Ver- 
schwinden gebracht wird, als durch die verbrauchte .Sauerstoff- 
menge oxydiert werden kann. Es wirkt also die Sauerstoffatmung 
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im Muskel nicht dadurch, daB sie die Produkte des Spaltungsstoff- 
wechsels verbrennt, sondern dadurch, daB sich unter ihrem Einflusse die 
Milchsaure in Kohlenhydrat zuriickverwandelt. Dabei obwaltet die ener- 


insgesamt verschwundene Milchsaure 


getische Bindung = 3 bis 6 


oxydierte Milchsiureaquivalente 
(Oxydationsquotient der Milchsaiure). Die gleiche Beziehung ist nach 
O. Warburg bei anderen normalen tierischen Geweben sowie bei Tumoren 
vorhanden. 

Es ist nun gelungen, mit Hilfe des Newbergschen Abfangverfahrens, 
das sich des unléslichen und daher die Zellen wenig schadigenden 
Calciumsulfits bedient, eine Zwischenstufe festzulegen, die bei der 
Atmung zerschnittener Froschmuskulatur') durchlaufen wird, und sie 
in Beziehung zur AtmungsgréBe zu setzen. In den nachfolgend mit- 
geteilten Versuchen wird gezeigt, daB unter Zugrundelegung der 
Meyerhofschen Werte fiir die Bildung und Oxydation von Milchsaure 
(bzw. einer aquivalenten Menge Zucker) eine enge, quantitativ be- 
friedigende Beziehung zwischen dem in der zerschnittenen Froschmusku- 
latur oxydierten Kohlenhydrat und dem darin tatsdchlich abgefangenen 
Acetaldehyd besteht. 

Zu den Versuchen kamen mannliche und weibliche Winterfrésche 
(Rana temporaria) zur Anwendung. 


150g mittelstark zerschnittener Muskulatur frisch getéteter 
Frésche wurden in einer Lésung suspendiert, die 225 ccm 2,4proz. 
Na, H PO,-Lésung und 225ccem 1,4proz. NaH, PO,-Lésung enthielt 
(Py = 6,7). Zu der Aufschwemmung wurden als Abfangmittel 10g 
frisch gefallten Calciumsulfits (CaSO, + 2 H,O) gefiigt. Dieser Ansatz 
wurde in einer mit Zu- und Ableitung versehenen 2-Literflasche 
2% Stunden lang bei 15° unter staindigem Durchleiten gereinigten 
Sauerstoffgases mittels eines Quecksilberriihrers durchgemischt. Als 
Sicherheitsvorlage diente ein GefiB mit 100ccm einer 10proz. 
Kaliumbisulfitlésung. 

Die Aufarbeitung geschah in der folgenden Weise: Zu dem Ansatz 
wurden 5g CaCO, gegeben und ebenso 15g zur Vorlage. wobei durch 
kraftiges Schiitteln die Neutralisation bewirkt wurde. AuBberdem 
wurden in die Vorlage 55 g CaCl,, in wenig Wasser gelést, eingebracht, 
um das geléste K,SO, in unlésliches Calciumsalz tiberzuzufiihren. 
Alsdann wurden die Fliissigkeiten aus Ansatz und Vorlage vereinigt 
und in der friiher naher beschriebenen Weise) destilliert und redestilliert. 


1) Auch mit Hilfe des von C. Neuberg und E. Reinfurth (diese 
Zeitschr. 106, 281, 1920) eingefiihrten Abfangmittels Dimedon laBt sich 
aus Froschmuskelbrei Acetaldehyd anreichern, wie friiher J. Hirsch (diese 
Zeitschr. 117, 113, 1921) dargetan hat. 

2) C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924. 
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Im Enddestillat wurde der Acetaldehyd nach der Ripper-Fiirthschen 
Methode quantitativ bestimmt. 


In der nachfolgenden Tabelle sind die in den Versuchen ermittelten 
Aldehydwerte zusammengestellt und in Beziehung gesetzt zu den 
Zahlen von Meyerhof') fiir die Bildung und Verbrennung der Milch- 
siure (bzw. einer aquivalenten Menge Kohlenhydrat) unter gleichen 
Bedingungen. Diesen zufolge entstehen aus 100g mittelstark zer- 
schnittener Froschmuskulatur bei 15° in gleicher Phosphatlésung 
innerhalb 100 Minuten 0,077 g Milchsiure. Da der Oxydations- 
quotient der Milchsiure in diesem Falle = 4,3 ist, so kénnten aus 
100 g Froschmuskelbrei unter den genannten Bedingungen in 100 Mi- 
nuten theoretisch 

~~ . = = 8,7 mg Acetaldehyd 


erzeugt werden. 


Bei den in der Tabelle aufgefiihrten Aldehydzahlen handelt es 
sich um Acetaldehyd, der innerhalb der Versuchsdauer neu gebildet 
worden ist; denn in den angestellten Kontrollen, d. h. bei der sofortigen 
Destillation von 150g frisch herausgeschnittener Froschmuskulatur, 
konnte Acetaldahyd in quantitativ bestimmbarer Menge nicht ge- 
wonnen werden. 





a b c 
Unter Zugrundelegung der Standard. 


00 g Froschmuskelbrei werte fiir die Bildung und Oxydation 
150g Froschmasklbr!, 2 | pilderea in 100 Minuten bei von Milchsaure (bzw. Milchsaure- 


bildeten in 2!) Std. bei 15 15° und py = 67 aquivalenten) durch Froschmuskelbrei 
und py = 6,7 nachgewiesene mg Acetaldehyd unter ny sind 
mg Acetaldehyd : demnach bei der Atmung an Acetaldchyd 
(errechnet aus a) festgelegt worden 
77 3:4 39,0° |, der Theorie 
83 3,7 425°), ., ” 
7,9 3,5 402°, 
73 3,2 36,7°), 
76 3,4 390°, 
8,8 3,9 448°, 


Aus den Versuchen ergibt sich, daB zum mindesten 37 bis 45 Proz. 
des bei der Atmung zerschnittener Froschmuskulatur verbrennenden 
Kohlenhydrats (bzw. Kohlenhydrataquivalents) den Weg iiber Acet- 
aldehyd nehmen. Bedenkt man, da nur diejenige Menge des inner- 
halb der Zelle entstehenden Acetaldehyds fixierbar ist, die an die 
AuBenflache der groben Organpartikel gelangt, und daB auch dieser 
Teil nicht einmal vollstandig erfaBt wird, da das wasserunlésliche 


1) O. Meyerhof, Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 114, 1921. 














256 C. Neuberg u. A. Gottschalk: Acetaldehydbildung usw. 


Abfangmittel ein Bodenkérper ist, so erscheint die Annahme gerecht- 
fertigt, daB der gréBte Teil der wihrend der Atmung in der Muskelzelle 
oxydierten Kohlenhydrate die Aldehydstufe durchlauft. 

Damit ist auch fiir die tierische Zelle die iiberragende Be- 
deutung des Acetaldehyds fiir die maBgebende energieliefernde 
Reaktion erwiesen, die in der Oxydation von Kohlenhydraten, bzw. 
von Produkten ihres anoxydativen Zerfalls besteht. 


Berichtigung. 
In der Arbeit von J. Schumacher, ,,Zum Chemismus der Salvarsan- 
wirkung in vivo und vitro”’, diese Zeitschr. 157, 450, 1925, Zeile 20 von 
oben lies: ,,Dinatriumphenolat” statt Dichlorhydrat. 


